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Resumo 
O aumento da expectativa de vida nas últimas décadas indica que o envelhecimento 
populacional no Brasil e no mundo seja inevitável. Neste contexto, existem 
indivíduos capazes de alcançar com sucesso idades avançadas, indicando maior 
adaptação às alterações decorrentes do envelhecimento. Sabe-se que o sono é um 
processo profundamente afetado pelo envelhecimento, no entanto o papel do sono 
na manutenção da longevidade em humanos ainda é desconhecido. O presente 
estudo teve como objetivo caracterizar os aspectos epidemiológicos, fisiológicos e 
genéticos do sono no envelhecimento bem-sucedido por meio da condução de três 
investigações: 1) Estudo da prevalência e fatores associados a queixas de sono em 
populações de idosos acima de 65 anos em países em desenvolvimento; 2) 
Avaliação do padrão de sono, do perfil bioquímico, hormonal e oxidativo, da 
expressão gênica e de sua regulação entre indivíduos Jovens, Idosos e Longevos; e 
3) Investigação de polimorfismos genéticos e variantes raras e associação com o 
envelhecimento bem-sucedido. Em relação ao primeiro estudo, foi possível 
descrever que a prevalência das queixas de sono variou de 9,1 a 37,7% nos países 
estudados e os principais fatores associados foram pertencer ao sexo feminino, 
apresentar residência urbana, possuir menor nível educacional, praticar menos 
atividades físicas, apresentar pior estado de saúde e maior número de 
comorbidades. O segundo estudo revelou que, em relação ao padrão de sono, 
Longevos (acima de 85 anos de idade) não apresentaram redução significativa da 
porcentagem de estágio N3, e da potência espectral de delta neste estágio de sono, 
indicando a manutenção do sono de ondas lentas na longevidade. Longevos 
também apresentaram padrões de sono estritamente regulares em relação aos 
Idosos (de 60 a 70 anos) ou Jovens (de 20 a 30 anos). Melhor perfil lipídico foi 
identificado em Longevos quando comparados aos Idosos, sugerindo sua 
participação sobre diversos aspectos fisiológicos que favorecem o alcance de idades 
avançadas. Foram identificados nove genes diferencialmente expressos entre os 
grupos estudados, com especial atenção ao gene SIRT2 e CCL5, que apresentaram 
evidências de regulação epigenética com a longevidade. O terceiro estudo contou 
com a análise de variantes genéticas e detectou a associação entre os 
polimorfismos rs10405150, rs10410544 e rs4802998 do gene SIRT2 e a longevidade 
em uma amostra expandida da população. Além disso, o sequenciamento do 
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genoma completo revelou variantes possivelmente envolvidas no fenótipo da 
longevidade nos genes diferencialmente expressos. O presente estudo permitiu a 
caracterização detalhada de diversos aspectos relacionados ao envelhecimento 
bem-sucedido e à longevidade e aponta para a existência de mecanismos 
moleculares comuns entre o sono, o metabolismo lipídico e a longevidade em 
humanos, possivelmente mediados pelo gene SIRT2 e suas vias de regulação. 
Assim, a identificação destes mecanismos pode contribuir para o desenvolvimento 
de ferramentas clínicas que propiciem à população idosa uma melhor qualidade de 
vida. 
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1.1 O Envelhecimento 
1.1.1 Aspectos demográficos do envelhecimento 
Nos últimos 150 anos, a humanidade tem passado por um aumento 
expressivo da expectativa de vida ao nascimento, como resultado de avanços na 
área da saúde e na qualidade de vida. Registros de alguns países europeus 
mostram que a expectativa de vida em 1850 era de aproximadamente 40 anos, 
enquanto atualmente, observa-se que esse número praticamente dobrou 
(Sanderson e Scherbov, 2008). Mais recentemente, observou-se um aumento na 
expectativa de vida aos 65 anos, com taxas de acréscimo variando de 1,6 a 2,3 anos 
de vida por década (Lutz et al, 2008; Sanderson e Scherbov, 2008). Todos estes 
fenômenos culminam no aumento da proporção de idosos na população mundial, 
um acontecimento de extremo interesse demográfico, conhecido como 
envelhecimento populacional. 
Atualmente, existem aproximadamente 750 milhões de indivíduos 
acima de 60 anos distribuídos em todos os continentes, o que consiste em 11% da 
população mundial. Estima-se que em 2050, estes indivíduos serão mais de 2 
bilhões e representarão quase 22% dos habitantes do planeta (Population Division of 
the Department of Economic and Social Affairs of the United Nations Secretariat, 
2009). No Brasil, este cenário não é diferente e as previsões indicam que, em 2050, 
o país estará entre os 6 mais populosos do mundo, com 30% de sua população 
apresentando 60 anos ou mais, além de deter a nona maior população de 
centenários do mundo, em termos absolutos (Coutinho, 2004; Population Division of 
the Department of Economic and Social Affairs of the United Nations Secretariat, 
2009). Estes índices apontam para um potencial problema social, uma vez que esta 
parcela da população demanda grandes quantidades de recursos do país, 
principalmente no que diz respeito à saúde e à acessibilidade. Dessa forma, estudos 
de temas relacionados ao envelhecimento são de extrema importância nos dias 
atuais, uma vez que poderão trazer diversos benefícios à população idosa, como 
melhores condições de saúde e maior qualidade de vida e independência, fatores 
que configuram o envelhecimento saudável ou bem-sucedido. 
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Como o envelhecimento é um processo temporal, a idade utilizada para 
classificar o indivíduo como idoso tem sido alvo de recente discussão. No geral, em 
países desenvolvidos, estipula-se que o indivíduo com idade cronológica acima de 
65 anos possa ser considerado idoso (Lutz et al, 2008). Entretanto, esta idade não 
se aplica a países menos desenvolvidos e acaba sendo usada arbitrariamente, 
podendo estar associada à época em que o indivíduo passa a receber os benefícios 
relacionados à aposentadoria, por exemplo. De acordo com a Organização das 
Nações Unidas, não há uma idade padrão para um indivíduo ser considerado idoso, 
assim, para fins populacionais, usa-se como referência o limite de 60 anos 
(Sanderson e Scherbov, 2008). 
1.1.2 O envelhecimento bem-sucedido 
Teixeira e Neri (2008) realizaram uma extensa revisão da literatura em 
busca de trabalhos que tentaram definir o envelhecimento bem-sucedido. As 
principais características encontradas foram: a satisfação com a vida, ausência de 
incapacidade, participação social ativa, independência, adaptação positiva e 
longevidade (Teixeira e Neri, 2008), configurando uma definição bastante 
heterogênea. Observa-se que na perspectiva do idoso, a definição de 
envelhecimento bem-sucedido, assim como o próprio curso do envelhecimento, 
também é multidimensional e inclui fatores como a ausência de doenças, a 
capacidade física e cognitiva e o engajamento social (Cupertino et al, 2007; Cho et 
al, 2012). 
De forma interessante, embora mais de 77% dos indivíduos acima de 
60 anos relataram possuir alguma doença crônica no Brasil, 45,5% declararam seu 
estado de saúde como bom ou muito bom, e apenas 12,6% disseram possuir saúde 
ruim ou muito ruim, de acordo com levantamento realizado pelo Instituto Brasileiro 
de Geografia e Estatística (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística, 2010). 
Assim, o envelhecimento bem-sucedido pode ser determinado pela associação entre 
a expectativa de vida elevada e a capacidade do idoso em determinar e executar 
seus próprios desígnios, porém não necessariamente livre de doenças, um privilégio 
para poucos em idades avançadas (Ramos, 2003). Dessa forma, frente à transição 
demográfica que culminará no aumento de idosos na população, é esperado que o 
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acréscimo de anos na vida de um idoso seja agregado à sua qualidade de vida para 
garantir seu bem-estar físico, emocional e social. 
1.1.3 Aspectos fisiológicos do envelhecimento e da longevidade 
O envelhecimento pode ser definido como um processo endógeno 
irreversível, caracterizado por um declínio funcional e progressivo do organismo com 
o tempo, resultando na diminuição da resistência a agentes estressores em geral e 
no aumento da suscetibilidade a diversas doenças (Kregel e Zhang, 2007; 
Buffenstein et al, 2008). Diversos mecanismos fisiológicos já foram descritos 
envolvendo desde disfunções nos diversos sistemas orgânicos até alterações 
celulares e moleculares (Cefalu, 2011). 
Existem diversas hipóteses que tentam explicar os mecanismos 
responsáveis pelo envelhecimento. Estas hipóteses contemplam estudos sobre dano 
e reparo ineficiente ao ácido desoxirribonucleico (DNA), senescência celular, 
encurtamento dos telômeros, autoimunidade e alterações neuroendócrinas (Cefalu, 
2011). No entanto, uma das propostas mais relevantes é a hipótese do estresse 
oxidativo, que sugere que a perda das funções relacionadas à idade seja causada 
pelo acúmulo de dano oxidativo com o tempo (Harman, 1956). 
Estresse oxidativo é definido como o excesso da biodisponibilidade de 
espécies reativas de oxigênio (ERO), causado pelo desequilíbrio entre sua produção 
e sua degradação (Kregel e Zhang, 2007). Em concentrações fisiológicas, as ERO 
apresentam um papel importante em vias de sinalização intracelular e na resposta 
imune (Buffenstein et al, 2008). Entretanto, as ERO podem ser capazes de danificar 
diretamente e indiscriminadamente algumas macromoléculas como lipídeos, ácidos 
nucleicos e proteínas, levando ao acometimento de suas funções e até mesmo das 
vias de sinalização nas quais estas moléculas participam (Kregel e Zhang, 2007; 
Buffenstein et al, 2008). Em resposta à produção de ERO durante o metabolismo 
aeróbico, as células dispõem de sofisticados sistemas de defesa antioxidante que 
possibilitam a manutenção de um balanço redox intracelular, além de reduzir ou até 
mesmo prevenir os danos celulares causados pelas mesmas (Kregel e Zhang, 
2007). 
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Diversas evidências demonstraram uma correlação positiva entre o 
aumento do dano oxidativo in vivo e o envelhecimento biológico. Mudanças 
progressivas para um microambiente celular com características predominantemente 
pró-oxidantes foram apontadas em diversas espécies durante o envelhecimento 
(Kregel e Zhang, 2007). Foi observado que danos oxidativos em macromoléculas 
como DNA, lipídeos e proteínas estavam significativamente aumentados em vários 
tecidos senis de diversas espécies, inclusive em seres humanos (Poon et al, 2004; 
Wozniak et al, 2004; Short et al, 2005). A Figura 1 mostra um esquema 
representativo do papel do dano oxidativo nas variações decorrentes do 
envelhecimento. Certamente, o aumento dos níveis de ERO e o subsequente dano 
responsável pelo estresse oxidativo fazem parte de uma complexa rede 
fisiopatológica que contribui para o envelhecimento, tendo seu impacto na disfunção 
de organelas, indução de processos inflamatórios, além de proliferação e morte 
celular (Kregel e Zhang, 2007). 
 
Figura 1: Esquema representativo da hipótese do estresse oxidativo do envelhecimento. Espécies 
Reativas de Oxigênio (ERO) são produzidas na mitocôndria como produto fisiológico do metabolismo. 
Quando as ERO não são eficientemente neutralizadas por agentes antioxidantes, ocorre dano 
oxidativo nas moléculas constituintes das células que, se não reparado eficientemente, acarreta uma 
função celular deficiente. Essas alterações, quando acumuladas com o passar do tempo, podem 
ocasionar as deficiências fisiológicas presentes no envelhecimento. Adaptado de Buffenstein et al, 
2008. 
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Evidências em modelos animais indicam que a restrição calórica é 
outro mecanismo capaz de modular os efeitos do estresse oxidativo no 
desenvolvimento das alterações celulares presentes no envelhecimento (Anderson e 
Weindruch, 2012). A restrição calórica, definida como a redução da ingestão 
alimentar em longo prazo, é uma das intervenções mais convincentes capaz de 
estender o tempo de vida em diversas espécies (Ristow e Schmeisser, 2011; 
Anderson e Weindruch, 2012). Desde 1935, em estudo original conduzido por 
McCay e colaboradores, tem sido demonstrado que a redução da ingestão calórica 
em ratos após a puberdade foi capaz de prolongar a vida e atenuar a gravidade de 
doenças crônicas associadas à idade (McCay et al, 1935). Embora o mecanismo 
não seja completamente elucidado, acredita-se que a restrição calórica seja um 
estresse capaz de estimular levemente a produção de ERO, que por sua vez ativaria 
vias de resposta ao estresse oxidativo. Assim, com o aumento de defesas 
antioxidantes, o organismo estaria mais protegido contra as alterações decorrentes 
do envelhecimento (Kowaltowski, 2011). 
Embora essa relação esteja bem estabelecida, o mecanismo pelo qual 
a restrição calórica está associada à longevidade ainda está sujeito a discussões, de 
modo que diversas hipóteses já foram propostas (Masoro, 2005). Dentre as mais 
estudadas, destacam-se a hipótese do retardo no crescimento (McCay et al, 1935), 
redução da gordura corporal (Berg e Simms, 1960), redução da taxa metabólica 
(Sacher, 1977), alterações no controle da glicose e insulina (Masoro et al, 1992), 
alterações no eixo do hormônio de crescimento e fator de crescimento semelhante à 
insulina 1 (Insulin-like growth factor 1 – IGF-1) (Coschigano et al, 2000), além da 
hipótese de atenuação do estresse oxidativo (Sohal e Weindruch, 1996). De fato, 
todas as hipóteses propostas fundamentam-se em alterações celulares e 
moleculares verificadas in vitro ou em modelos animais in vivo, no entanto, pouco se 
sabe sobre a relação entre a longevidade, o estresse oxidativo e a restrição calórica 
em humanos. As únicas evidências são resultados de estudos epidemiológicos, 
estudos de intervenção com exposição à restrição calórica em curto prazo ou relatos 
de casos de indivíduos praticantes deste hábito (Anderson e Weindruch, 2012). 
A mais importante associação entre restrição calórica e longevidade 
em humanos foi descrita na ilha de Okinawa no Japão. Habitantes desta ilha, que 
possui a maior proporção de centenários do Japão, têm relatado consumo mais 
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baixo de calorias do que em outras regiões deste país (Chan et al, 1997; Suzuki et 
al, 2001). Ainda, estudos experimentais em indivíduos submetidos a 6 meses ou 1 
ano de restrição calórica mostraram que esta intervenção foi capaz de reduzir o peso 
e os níveis de insulina em jejum, melhorar a tolerância a glicose, além de acarretar 
mudanças favoráveis no perfil lipídico, protetoras contra as doenças 
cardiovasculares (Heilbronn et al, 2006; Weiss et al, 2006; Fontana et al, 2007; 
Redman et al, 2007; Lefevre et al, 2009). Em conjunto, estes achados indicam que 
as alterações fisiológicas moduladas pela restrição calórica em humanos corroboram 
os resultados encontrados em animais. Contudo, ainda não há um mecanismo 
molecular bem estabelecido descrito em nossa espécie. Dessa forma, estudos 
investigando o papel de genes e vias específicas na relação entre estresse 
oxidativo, restrição calórica e longevidade em humanos são imprescindíveis. 
1.2 Genética do envelhecimento e da longevidade 
1.2.1 Alterações na expressão gênica decorrentes do envelhecimento 
Uma célula é capaz de controlar e regular a forma como a informação 
contida nos genes é usada para gerar um determinado produto funcional ou 
estrutural. De acordo com o dogma central da Biologia Molecular, acreditou-se por 
muito tempo que um gene, ou uma sequência específica de DNA, podia ser 
transcrito em uma molécula de ácido ribonucleico mensageiro (RNAm), que por sua 
vez era traduzido em uma única proteína. Atualmente sabe-se que este processo 
não acontece somente desta maneira, de tal forma que uma região gênica é 
responsável por realizar a transcrição de diversas moléculas de RNA, codificantes 
em proteínas ou não, capazes de participar de diversos mecanismos regulatórios e 
sinalizadores intracelulares. Para o conjunto de todas essas moléculas que são 
produzidas em determinada condição pela célula, damos o nome de expressão 
gênica (Strachan e Read, 1999). 
A complexidade do processo de envelhecimento e a relativa ausência 
de ferramentas efetivas para analisá-lo fazem com que estudos investigando os 
fatores moleculares envolvidos nesse processo sejam ainda incipientes. Um trabalho 
publicado por Schumacher e colaboradores (2008) comparou a expressão gênica 
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global em diferentes tecidos de camundongos que apresentavam alta expectativa de 
vida, e de animais com mutações nos genes de reparo de DNA que envelheciam e 
morriam precocemente. De maneira contrária às expectativas iniciais, observou-se 
uma série de similaridades e uma vasta sobreposição de processos biológicos 
caracterizados por uma supressão de vias endócrinas e energéticas e um 
incremento nas respostas ao estresse oxidativo, reparo de DNA e apoptose 
(Schumacher et al, 2008). 
Outros estudos investigando a expressão gênica em diversas espécies 
e tecidos mostraram uma relação linear entre os níveis de expressão e a idade (Lu 
et al, 2004; Rodwell et al, 2004; Fraser et al, 2005; Bahar et al, 2006; Zahn et al, 
2006; Zahn et al, 2007; Kadish et al, 2009; Colantuoni et al, 2011; Oh et al, 2011; 
Nakamura et al, 2012; Kumar et al, 2013), sugerindo a existência de mecanismos 
específicos responsáveis por este controle. Por exemplo, em estudo realizado em 
sangue periférico de humanos com idades entre 23 e 77 anos, foram encontrados 11 
transcritos positivamente correlacionados com a idade dos indivíduos e 5 
negativamente correlacionados. Dentre os transcritos identificados estavam genes 
que participam de uma série de processos associados às alterações decorrentes do 
envelhecimento (Nakamura et al, 2012). Os resultados deste e de outros trabalhos 
evidenciam a aplicabilidade da análise de expressão gênica na identificação de 
genes que poderiam auxiliar de maneira importante o entendimento e delineamento 
das bases moleculares relacionadas ao complexo processo de envelhecimento. 
1.2.2 Epigenética do envelhecimento 
Epigenética é o conjunto de alterações herdáveis responsáveis por 
regular o padrão de expressão gênica de maneira específica para cada célula ou 
tecido, sem afetar a sequência do DNA (D'Aquila et al, 2013). Acredita-se que o 
controle epigenético da célula seja responsável por estabelecer uma ponte entre 
fatores genéticos, ambientais e estocásticos na determinação de um fenótipo 
específico (D'Aquila et al, 2013). 
Sabe-se que, com o envelhecimento, ocorre a diminuição do controle 
da expressão gênica (Vinuela et al, 2010), sugerindo que alterações epigenéticas 
possuam um papel importante neste processo. Recentemente, D’Aquila e 
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colaboradores (2013) revisaram este tópico e identificaram que, dentre os 
mecanismos epigenéticos que acompanham a progressão do envelhecimento, 
destacam-se a metilação do DNA e a ação de RNAs não codificantes, como os 
microRNAs (miRNAs) (D'Aquila et al, 2013). 
A metilação do DNA é um processo que envolve a adição de um radical 
metil (-CH3) ao carbono 5’ do anel pirimídico da citosina, resultando em 5’-
metilcitosina, predominantemente em dinucleotídeos CpG (citosina ligada à guanina 
por ligação fosfodiéster). A metilação do DNA em regiões regulatórias do genoma é 
um importante mecanismo de regulação da expressão gênica e pode atuar ou 
impedindo a ligação de fatores de transcrição ou facilitando a ligação de proteínas 
que reconhecem dinucleotídeos CpG metilados, que por sua vez inibem a 
transcrição (Rivera e Bennett, 2010). No envelhecimento, foi descrita uma 
diminuição global da metilação do DNA no genoma (Bollati et al, 2009), o que 
poderia explicar a deficiência de regulação da expressão gênica com a idade. De 
forma interessante, um estudo recente caracterizou o padrão de metilação no 
sangue periférico de 71 marcadores genéticos e o associou com a taxa de 
envelhecimento celular, uma estratégia preliminar no processo de desenvolvimento 
de fármacos capazes de combater as alterações decorrentes do envelhecimento 
(Mendelsohn e Larrick, 2013). Neste estudo, os autores conseguiram predizer a 
idade de indivíduos de 19 a 101 anos com base no padrão de metilação destes 
marcadores, que estavam localizados próximos a genes envolvidos em doenças do 
envelhecimento, dano ao DNA e estresse oxidativo (Mendelsohn e Larrick, 2013). 
Por outro lado, os miRNAs são pequenas moléculas de RNA de fita 
simples com 19 a 25 nucleotídeos que atuam como potentes reguladores pós-
transcricionais da expressão gênica. Após seu processamento por complexos 
enzimáticos específicos, os miRNAs maduros podem ligar-se à região 3’ não 
traduzida do RNAm alvo, inibindo assim a síntese da proteína traduzida por esta 
molécula e promovendo uma regulação negativa da expressão gênica (Kim, 2005). 
Apesar da compreensão sobre a função dos miRNAs estar ainda em seus estágios 
iniciais, essas pequenas moléculas têm sido apontadas como componentes chave 
em processos fisiológicos essenciais como regulação da proliferação, apoptose e 
diferenciação celular (Chen et al, 2008), sendo possíveis candidatos no controle de 
processos como o envelhecimento e a longevidade (ElSharawy et al, 2012). 
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Embora as alterações na expressão gênica global e na sua regulação 
sejam bem estabelecidas no envelhecimento, os processos regulatórios da 
expressão de genes envolvidos especificamente com o estresse oxidativo ainda não 
foram investigados, principalmente em humanos. Assim, a caracterização de 
mecanismos epigenéticos é de extremo interesse científico para a melhor 
compreensão da regulação molecular no envelhecimento e na longevidade, uma vez 
que são passíveis de modificações por meio da ação de fármacos que podem alterar 
a expressão gênica sem modificar a sequência do DNA. 
1.2.3 Variações na sequência do DNA e a associação com a longevidade 
Com o advento do Projeto Genoma Humano e de estudos 
subsequentes, foi possível identificar que indivíduos da espécie humana 
compartilham aproximadamente 99,5% da sequência de seu genoma, sendo que as 
diferenças podem ser decorrentes das fontes de variação genética intrínsecas de 
nossa espécie (Redon et al, 2006). 
As principais fontes de variação genética na espécie humana são os 
polimorfismos de base única ou Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) e as 
variações estruturais, recentemente descritas e conhecidas como variações de 
número de cópia ou Copy Number Variations (CNVs) (Feuk et al, 2006; Redon et al, 
2006). Estas variações genéticas aparecem de forma natural em todas as 
populações e caracterizam a diversidade genética de nossa espécie. Embora muitas 
destas variações estejam associadas às alterações fenotípicas interindividuais, 
estudos têm investigado seu papel na propensão ao desenvolvimento de um amplo 
espectro de doenças humanas (Orr e Chanock, 2008). 
Por meio de uma estratégia oposta, podemos também buscar variantes 
genéticas com efeitos benéficos possivelmente protetores contra algumas doenças 
ou associadas a fenótipos extremos. Assim, estudos envolvendo indivíduos que 
alcançaram idades avançadas com sucesso são de particular relevância no que diz 
respeito à busca de genes associados à longevidade. A comparação da frequência 
de polimorfismos entre indivíduos longevos e jovens é, portanto, uma estratégia 
interessante para identificação destes genes. 
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Recentemente, um estudo de associação genética em larga escala 
(Genome Wide Association Study - GWAS) foi realizado com a finalidade de 
investigar a associação entre cerca de 300.000 SNPs espalhados pelo genoma 
humano e a longevidade. Os autores identificaram e criaram um modelo de predição 
baseado em 150 polimorfismos, que classificou de forma correta 77% dos indivíduos 
centenários da amostra. Dentre os polimorfismos detectados, os mais relevantes 
estavam localizados em genes associados a doenças frequentes no 
envelhecimento, sinalização celular neuronal, fatores de crescimento, regulação 
hormonal, instabilidade cromossômica e resposta imunológica e ao estresse 
(Sebastiani et al, 2012). 
No entanto, devido às características das metodologias utilizadas em 
estudos de associação genética em larga escala, somente as variações mais 
frequentes (normalmente presentes em mais de 5% dos indivíduos nas populações 
da espécie humana) são investigadas. Desta forma, uma grande parte da variância 
da longevidade explicada por fatores genéticos não é contemplada, pois exclui 
variantes mais raras, que muitas vezes podem apresentar efeitos fenotípicos até 
mesmos maiores que as variantes mais comuns (Manolio et al, 2009), conforme 
exemplificado na Figura 2. 
12 
 
 
1
2
 
 
Figura 2: Relação entre a frequência alélica de polimorfismos genéticos e o tamanho do efeito sobre 
determinado fenótipo. Estudos de associação em larga escala conseguem apenas detectar variantes 
frequentes e que possuem efeitos pequenos sobre o fenótipo de interesse. Assim, são necessárias 
ferramentas robustas para detectar variantes mais raras que possam ter um efeito proeminente na 
determinação deste fenótipo. Adaptado de Manolio et al, 2009. 
As novas metodologias de sequenciamento do DNA, chamadas de 
tecnologias de sequenciamento de nova geração, começaram a ser utilizadas há 
poucos anos e têm evoluído de maneira surpreendente. Genomas completos de 
indivíduos podem ser obtidos com custos acessíveis em um contexto de pesquisa, 
gerando conhecimento como nenhum outro método atual é capaz. Estudos deste 
tipo permitem identificar também variantes raras que possuem efeito moderado ou 
alto sobre o fenótipo de interesse, tornando-os mais vantajosos em relação aos 
estudos de associação em larga escala. Deste modo, o sequenciamento completo 
do genoma é uma alternativa bastante atraente para estudos de genômica estrutural 
e funcional, e tem sido cada vez mais empregado por pesquisadores em todo o 
mundo (Chen et al, 2008). 
Estudos que investigam a expressão gênica e sua regulação e que 
buscam identificar variantes genéticas raras por sequenciamento completo do 
genoma ou associação de polimorfismos genéticos com a longevidade ainda são 
raros e inconclusivos (Christensen et al, 2006; Sebastiani et al, 2011; Han et al, 
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2013). Sebastiani e colaboradores descreveram recentemente a sequência completa 
de um indivíduo do sexo masculino e um do sexo feminino acima de 114 anos, 
revelando novas variantes associadas à longevidade (Sebastiani 2011). Além disso, 
Han e colaboradores realizaram o sequenciamento de mais de 900 genes já 
previamente estudados na área do envelhecimento e longevidade em 6 indivíduos 
acima de 105 anos, e identificaram outras variantes candidatas. Dessa forma, devido 
ao crescente interesse científico nestes fenômenos e ao avanço da tecnologia na 
área da genômica, a identificação conclusiva dos fatores genéticos envolvidos na 
longevidade torna-se absolutamente necessária. 
1.3 O papel do sono no envelhecimento 
1.3.1 Aspectos gerais do sono 
O sono é um processo fisiológico fundamental para a manutenção 
saudável de diversos organismos. Estima-se que um indivíduo da espécie humana 
despenda cerca de 30% de sua vida dormindo, o que sugere que o sono esteja 
associado a funções essenciais em todos os aspectos da vida. Alterações na 
quantidade e na qualidade do sono foram descritas como responsáveis por diversas 
consequências físicas, comportamentais, metabólicas, cognitivas e até mesmo 
moleculares (Walker, 2008; Levy et al, 2009; Tufik et al, 2009; Czeisler, 2011; Pack e 
Pien, 2011; Pellegrino et al, 2012). 
O sono pode ser caracterizado por diversos eventos comportamentais, 
como postura específica, reversibilidade frente a estímulo, aumento do limiar ao 
despertar e necessidade de compensação após período de privação. Além disso, 
aspectos eletrofisiológicos, como a existência de padrões de oscilação cerebral com 
atividade elétrica sincronizada e dessincronizada também são bem caracterizados 
(Vassalli e Dijk, 2009). O método mais importante para se estudar os aspectos 
fisiológicos do sono em humanos é o eletroencefalograma (EEG) (Berger, 1929), 
associado aos registros do eletrooculograma (EOG) e do eletromiograma (EMG) de 
músculos faciais. A utilização simultânea destas ferramentas eletrofisiológicas 
permitiu a caracterização de três estados de vigilância, caracterizados como sono 
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REM (do inglês Rapid Eye Movement), sono não-REM (NREM) e vigília (Aserinsky e 
Kleitman, 1953). 
De forma geral, além do estado comportamental acordado, a vigília é 
caracterizada por ondas de baixa amplitude e alta frequência no EEG. Durante a 
vigília relaxada, com olhos fechados, é possível observar o aparecimento de 
atividade com frequência aproximada de 10 Hz, caracterizando as chamadas ondas 
alfa. Com a transição da vigília relaxada ao sono, ocorre uma redução gradual na 
atividade de alfa e um predomínio de atividade de ondas de 4 a 8 Hz, conhecidas 
como ondas teta. Este fenômeno, juntamente com o aparecimento de movimentos 
lentos dos olhos, caracteriza o estágio N1 do sono NREM, que é o estágio 
normalmente associado ao início do sono em humanos. Em seguida, o estágio N2 
do sono NREM é caracterizado pela ocorrência de eventos fásicos no EEG como os 
fusos do sono (atividades isoladas de 11 a 15 Hz) e complexos K (onda com 
componente negativo de alta amplitude seguido imediatamente de componente 
positivo mais lento). O estágio N3 do sono NREM é o estágio de sono mais 
profundo, com maior limiar ao despertar e maior sincronização cerebral. No EEG são 
observadas ondas de alta amplitude com atividade menor que 4 Hz, o que 
caracteriza o chamado sono de ondas lentas. Por fim, o sono REM é caracterizado 
pela presença de movimentos oculares rápidos, atonia muscular antigravitacional e 
dessincronização cortical, como revisado por Landolt, 2008 e Tufik, 2008. 
A caracterização da estrutura do sono em humanos pode ser realizada 
por meio de um exame chamado polissonografia (PSG), que consiste no registro 
simultâneo de diversas variáveis fisiológicas durante o sono. Neste procedimento, 
além do EEG, EOG e EMG, outros sensores também são utilizados com a finalidade 
de identificar eventos associados à presença de distúrbios do sono, como a 
síndrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) e a síndrome dos movimentos 
periódicos de pernas (Bittencourt et al, 2005). A estrutura do sono em humanos tem 
sido sistematicamente descrita desde 1968, por Rechtschaffen e Kales 
(Rechtschaffen e Kales, 1968). Porém, na tentativa de padronizar as regras de 
estagiamento do sono, terminologias e especificações técnicas na condução da 
PSG, em 2007 foi desenvolvido o Manual Padrão para Estagiamento do Sono e 
Eventos Associados da Academia Americana de Medicina do Sono (Iber et al, 2007). 
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Uma vez que o registro do EEG do sono pode ser considerado uma 
série temporal, é possível quantificar a densidade e a amplitude de sinal por meio de 
sua análise quantitativa, utilizando-se a análise espectral. Esta análise consiste na 
decomposição de um sinal oscilatório complexo, em ondas senoidais com o uso da 
transformada rápida de Fourier (Cooley e Tukey, 1965). Essa transformação 
matemática permite que o EEG seja representado pela dispersão da energia do sinal 
nos eletrodos em diferentes frequências e torna possível a interpretação mais 
detalhada da importância de cada faixa de frequência nos diferentes estágios do 
sono. A potência espectral de delta, também chamada de atividade do sono de 
ondas lentas, é uma das características mais estudadas por meio da análise 
espectral do EEG do sono. 
A ocorrência consecutiva dos estágios N1, N2 e N3 (sono NREM) e do 
sono REM caracterizam um ciclo de sono. Humanos apresentam de 4 a 5 ciclos de 
sono por noite com proporções diferentes de cada estágio ao longo da noite. Em 
indivíduos saudáveis há maior concentração do sono de ondas lentas na primeira 
metade da noite e maior proporção de sono REM na segunda metade (Tufik, 2008). 
O estágio N3 do sono NREM, ou sono de ondas lentas é considerado o estágio do 
sono que mais apresenta funções restaurativas e uma revisão recente descreveu 
estudos que o têm associado à manutenção e à qualidade do sono (Dijk, 2009). A 
quantidade e a atividade do sono de ondas lentas têm sido descritas como 
marcadores da pressão de sono, ou propensão que o indivíduo tem a dormir. 
Experimentos com privação de sono em humanos mostraram que o sono de ondas 
lentas estava aumentado em quantidade e densidade durante o rebote de sono 
(período de compensação de sono após a privação na qual o indivíduo possui 
oportunidade para dormir o quanto desejar), indicando a existência de um rigoroso 
controle homeostático envolvido em sua regulação (Dijk et al, 1990). Este estágio de 
sono também tem sido correlacionado com variações no sistema endócrino e 
cardiovascular, como o aumento na taxa de secreção do hormônio de crescimento 
(Van Cauter et al, 2004) e predominância do sistema nervoso autônomo 
parassimpático em relação ao simpático (Brandenberger et al, 2001). Perturbações 
do sono de ondas lentas podem levar a mudanças na resposta metabólica à glicose, 
com a diminuição da sensibilidade à insulina e aumento do risco para 
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Dijk, 2008; Tasali et al, 2008). Estes achados 
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sugerem que o sono de ondas lentas participe da manutenção de processos 
fisiológicos básicos e essenciais para o adequado funcionamento do organismo 
durante a vigília. 
Evidências crescentes também indicam uma intensa comunicação 
entre o sono e o estresse oxidativo. Reimund (1994) propôs a hipótese de que as 
ERO produzidas pela atividade cerebral em vigília seriam neutralizadas durante o 
sono, sugerindo que este apresentaria características antioxidantes (Reimund, 
1994). Estudos subsequentes avaliaram essa hipótese e encontraram que a 
privação de sono paradoxal em ratos (relativo ao sono REM em humanos) aumenta, 
no cérebro, a concentração de glutationa oxidada (dissulfeto de glutationa) e a 
peroxidação lipídica, além de diminuir a concentração de glutationa reduzida e a 
atividade da enzima superóxido dismutase (D'Almeida et al, 1998; Ramanathan et al, 
2002; Silva et al, 2004). Além disso, foi observada uma diminuição da atividade da 
enzima catalase e dos níveis de glutationa total no fígado de ratos privados de sono 
por 5 ou 10 dias. Essa diminuição também foi acompanhada pela presença de 
marcadores de dano celular e ausência de resposta a outros antioxidantes (Everson 
et al, 2005). Esses dados sugerem que o sono seja um mecanismo fisiológico 
importante na manutenção do equilíbrio redox do organismo e que a privação de 
sono seja um agente estressor capaz de alterar esse equilíbrio e provocar injúria 
celular. 
Assim, considerando a relevância do sono sobre as funções 
restaurativas do organismo, controle da liberação hormonal, manutenção do 
metabolismo energético e participação no equilíbrio redox, a caracterização de seus 
aspectos para o entendimento das alterações que o acompanham durante 
envelhecimento é extremamente importante. 
1.3.2 Alterações do sono durante o envelhecimento 
Acredita-se que, nos seres humanos, o sono inicia um processo 
contínuo de mudanças a partir do nascimento e assim permanece por toda a vida. 
Entretanto, até o presente momento, estudos sobre as alterações da necessidade de 
sono ao longo da vida ainda são inconclusivos. Com o aumento da idade, o sono 
sofre alterações relacionadas tanto à sua qualidade quanto à sua quantidade, além 
17 
 
 
1
7
 
de estar sujeito a mudanças na distribuição de cada estágio durante a noite. A 
maioria dos estudos relata que com o envelhecimento há uma redução do tempo 
total de sono que pode ser causada pela redistribuição ao longo do dia, com 
aumento do sono diurno (presença de cochilos diurnos) e redução do sono noturno 
(Bixler et al, 1984; Ganguli et al, 1996; Phillips e Ancoli-Israel, 2001; Ohayon et al, 
2004). Além disso, observa-se uma tendência à diminuição da porcentagem de sono 
REM e de sono de ondas lentas, e um consequente aumento da porcentagem dos 
estágios 1 e 2 do sono NREM (Benca et al, 1992; Vitiello et al, 1992; Riemann et al, 
1994; Montplaisir et al, 1995; Ohayon et al, 2004). Em paralelo à diminuição 
percentual de sono de ondas lentas ocorre uma redução na amplitude das ondas 
delta, o que reflete um processo de envelhecimento do sistema nervoso central cujas 
características consistem na diminuição do número de neurônios corticais, aumento 
do espaço subaracnóideo e redução da taxa metabólica (Webb e Dreblow, 1982). 
De forma geral, indivíduos idosos saudáveis apresentam eficiência de 
sono entre 79 e 85% (Buysse et al, 1992; McCall et al, 1992; Bliwise, 2005), além de 
um significativo aumento no número de despertares após o início do sono 
(Montplaisir et al, 1995; Ohayon et al, 2004). Em muitos idosos, também se observa 
a tendência ao avanço de fase: deitam-se muito cedo e levantam-se de madrugada, 
além do aumento do tempo em que permanecem na cama após o despertar 
(Hirshkowitz et al, 1992). Assim, acredita-se que com o envelhecimento ocorra a 
diminuição da capacidade de iniciar e manter o sono, porém sem uma diminuição da 
necessidade absoluta de dormir (Bliwise, 1993; Ancoli-Israel, 1997; Cooke e Ancoli-
Israel, 2006; Espiritu, 2008). No entanto, é importante ressaltar que as alterações 
observadas nos idosos não se iniciam necessariamente nessa faixa etária, mas 
fazem parte de um espectro evolutivo do sono, possivelmente originado em uma 
fase mais precoce de suas vidas. 
Da mesma forma, com o envelhecimento ocorre também o aumento da 
prevalência de distúrbios e condições associadas à perturbação do sono, tais como 
distúrbios respiratórios do sono, insônia, distúrbios do sono secundário a doenças 
neurológicas e psiquiátricas, além de distúrbios de movimento durante o sono 
(Roepke e Ancoli-Israel, 2010; Crowley, 2011). No entanto, ainda não é bem 
estabelecido se estas alterações são decorrentes do processo natural do 
envelhecimento ou se são resultados de comorbidades que acompanham o 
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envelhecimento de uma forma geral (BaHammam e Pandi-Perumal, 2010), 
caracterizando uma possível relação bidirecional. 
Embora a relação entre a qualidade de sono e a qualidade de vida e 
saúde seja bem estabelecida por diversos estudos epidemiológicos, principalmente 
na Europa e América do Norte (National Institutes of Health Consensus Development 
Program, 2005), poucos estudos foram conduzidos na tentativa de caracterizar estes 
aspectos em países em desenvolvimento. Considerando que o envelhecimento 
populacional nestes países possa apresentar dificuldades socioeconômicas graves, 
no que diz respeito à distribuição de recursos destinados à manutenção da saúde no 
idoso, a melhor compreensão de condições e doenças e da forma como elas se 
manifestam pode auxiliar este processo e facilitar o desenvolvimento de programas 
de prevenção para a população idosa em risco nestes países. 
Assim, a compreensão adequada da relação entre o sono e o 
envelhecimento é de importância fundamental, uma vez que fornece informações 
tanto a respeito dos processos de amadurecimento cerebral quanto da própria 
função do sono, além de possuir aspectos sociais, demográficos e de saúde pública, 
relevantes para a manutenção do envelhecimento saudável na população. 
1.3.3 Sono e longevidade 
Ainda não existem muitos estudos relacionando a qualidade do sono e 
a longevidade, de forma que os trabalhos acerca deste tema são primariamente 
relatos populacionais ou estudos epidemiológicos empregando questionários 
autodeclarados (Taira et al, 2002; Dew et al, 2003; Gu et al, 2010; Chang-Quan et al, 
2012). 
Um estudo realizado na ilha de Okinawa no Japão mostrou que, além 
do baixo consumo de calorias, esta população apresentava hábitos de vida 
diferenciados em relação aos demais habitantes do Japão, com manutenção de 
períodos regulares de sono noturno e pequenos períodos de sono à tarde (Taira et 
al, 2002). De forma interessante, indivíduos acima de 80 anos tendem a relatar 
melhor qualidade de sono do que idosos mais jovens (Gu et al, 2010). Além disso, 
uma relação entre a boa qualidade de sono, sobrevivência e envelhecimento bem-
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sucedido foi descrita previamente em centenários, indicando a importância de 
hábitos de sono saudáveis na manutenção da longevidade (Tafaro et al, 2007). 
Estes resultados sugerem que exista uma associação positiva entre a 
manutenção de um sono adequado e a capacidade de alcançar idades avançadas. 
No entanto, os estudos caracterizando a estrutura do sono em longevos ainda são 
escassos. Portanto, a caracterização sistemática da estrutura e padrão do sono na 
longevidade torna-se necessária e possui grande relevância na identificação de 
aspectos específicos que possam associar o sono à manutenção da longevidade. 
Estudos em modelos animais têm mostrado uma relação entre sono, 
restrição calórica e longevidade. Yamazaki e colaboradores (2012) descreveram 
recentemente que dietas hipercalóricas administradas em Drosophila melanogaster 
contribuíram para a aceleração de processos associados ao envelhecimento, 
diminuíram o tempo total de vida e causaram perturbações no sono destas espécies 
(Yamazaki et al, 2012). Semelhantemente, estudos recentes têm mostrado que a 
baixa qualidade de sono é capaz de dificultar a perda de gordura por meio de 
intervenções como a redução no consumo de calorias em humanos (Teng et al, 
2011; Chaput e Tremblay, 2012). Além disso, a privação de sono paradoxal diminui o 
efeito benéfico da restrição no metabolismo lipídico promovido pela restrição calórica 
em ratos, que por sua vez pode aumentar o risco cardiovascular (Alvarenga et al, 
2012). Estes achados sugerem que as alterações no sono presentes no 
envelhecimento associadas ao aumento da ingestão de calorias possam levar à 
diminuição da longevidade. 
Assim, embora exista uma associação entre o envelhecimento e a 
elevada prevalência de perturbações no sono, é possível propor a hipótese de que 
idosos bem-sucedidos apresentem padrões de sono específicos associados ao fato 
de alcançarem idades avançadas com sucesso. Além disso, também é proposto que 
o sono destes indivíduos reflita as características fisiológicas, moleculares e 
genéticas também presentes na longevidade em humanos. 
Desta forma, com a finalidade de descrever os aspectos 
epidemiológicos, fisiológicos e genéticos do sono no envelhecimento bem-sucedido, 
a presente investigação pode ser dividida em três estudos: 1) Estudo da prevalência 
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e fatores associados a queixas de sono em populações de idosos acima de 65 anos 
em países em desenvolvimento; 2) Avaliação do padrão de sono, do perfil 
bioquímico, hormonal e oxidativo, da expressão gênica e de sua regulação entre 
indivíduos Jovens, Idosos e Longevos; e 3) Investigação de polimorfismos genéticos 
e variantes raras e associação com o envelhecimento bem-sucedido. 
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2 JUSTIFICATIVA 
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O aumento da expectativa de vida nas últimas décadas indica que o 
envelhecimento populacional no Brasil e no mundo seja um processo irreversível. 
Dessa forma, o estudo de temas relacionados ao envelhecimento é de extrema 
importância, uma vez que pode contribuir para o estabelecimento e manutenção de 
práticas que propiciem à população idosa uma vida mais saudável. 
Embora a relação entre o sono, a saúde e a qualidade de vida seja 
bem estabelecida em países desenvolvidos, poucos trabalhos com rigor 
metodológico foram conduzidos para caracterizar a prevalência e os fatores 
associados a queixas de sono em países em desenvolvimento, principalmente em 
idosos. A caracterização destes parâmetros nestes países possui grande relevância 
social e demográfica, de tal forma que pode direcionar adequadamente os recursos 
limitados destes países para a melhoria de políticas de saúde pública e prevenção, 
almejando o estabelecimento de uma população idosa com melhor qualidade de 
vida e de saúde. 
Além disso, estudos envolvendo indivíduos que alcançaram com 
sucesso idades avançadas são ferramentas valiosas e fundamentais para entender 
os processos fisiológicos do envelhecimento bem-sucedido. Padrões fisiológicos e 
moleculares presentes nestes indivíduos possivelmente estão associados a 
mecanismos adaptativos frente às alterações decorrentes do envelhecimento. 
Assim, a caracterização destes fatores pode favorecer a criação de ferramentas 
clínicas que propiciem ao idoso melhor adaptação a estas mudanças. 
Por fim, a identificação de novos genes associados ao fenótipo da 
longevidade pode contribuir para o entendimento dos aspectos moleculares 
envolvidos neste processo, além de direcionar a condução de estudos acerca da 
função destes genes no envelhecimento humano. 
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O presente estudo teve como objetivos: 
1. Estimar a prevalência e os fatores associados a queixas de sono em idosos 
acima de 65 anos em populações de diversos países em desenvolvimento; 
2. Caracterizar a estrutura e o padrão de sono de indivíduos Longevos, acima de 
85 anos, e compará-los com os de Idosos entre 60 e 70 anos e de indivíduos Jovens 
entre 20 e 30 anos, por meio de registros de polissonografia, actigrafia e 
questionários; 
3. Avaliar e comparar o perfil bioquímico, hormonal e oxidativo destes indivíduos 
entre os três grupos de estudo; 
4. Avaliar e comparar o perfil de expressão gênica no sangue periférico de 
genes relacionados ao estresse oxidativo e defesa antioxidante nos três grupos de 
estudo; 
5. Investigar possíveis marcadores epigenéticos envolvidos na regulação dos 
genes identificados como diferencialmente expressos por meio da análise 
quantitativa do padrão de metilação da região promotora desses genes e da 
expressão de microRNAs potencialmente envolvidos em sua regulação; 
6. Identificar a presença de polimorfismos nos genes identificados como 
diferencialmente expressos e verificar sua associação com a longevidade em uma 
amostra expandida de indivíduos de diferentes faixas etárias, que inclui também 
indivíduos acima de 80 anos; 
7. Realizar o sequenciamento completo do genoma do indivíduo mais idoso da 
amostra com a finalidade de identificar variantes raras associadas ao fenótipo da 
longevidade. 
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4.1 Estudo da prevalência e dos fatores associados a queixas de sono em 
populações de idosos acima de 65 anos em países em desenvolvimento 
4.1.1 Desenho do estudo e população estudada 
Para caracterizar os aspectos epidemiológicos do sono no 
envelhecimento, a prevalência de queixas de sono e os fatores associados foram 
estimados com base em um estudo transversal realizado entre 2003 e 2006 em uma 
subamostra representativa de 16.680 idosos com 65 anos ou mais, todos residentes 
de áreas geográficas definidas de 8 países (Cuba, Porto Rico, República 
Dominicana, México, Peru, Venezuela, China e Índia), como parte do protocolo do 
10/66 Dementia Research Group, em colaboração com as pesquisadoras Dra. 
Cleusa Ferri e Dra. Ana Luisa Sosa do Institute of Psychiatry no King’s College 
London, Londres, Reino Unido. 
O objetivo primário do estudo conduzido pelo 10/66 Dementia 
Research Group foi estimar a prevalência de demência e doenças associadas ao 
envelhecimento em idosos acima de 65 anos em países em desenvolvimento, 
devido à carência de dados precisos sobre estas estimativas nestes países. 
Detalhes a respeito do protocolo completo deste estudo podem ser encontrados na 
publicação original de sua metodologia (Prince et al, 2007). 
Resumidamente, o estudo realizado pelo 10/66 Dementia Research 
Group contou com um censo populacional, investigação de características 
sociodemográficas e fatores de risco, entrevista clínica, testes cognitivos, exames 
físicos e neurológicos, testes laboratoriais e entrevista com cuidador ou membro da 
família, gerando uma extensa coleta de dados e a possibilidade de pesquisar uma 
variedade de desfechos nesta população, inclusive aqueles relacionados a queixas 
de sono. 
Este estudo foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) 
das instituições de cada país cuja população foi investigada, do King’s College 
London, Reino Unido e da Universidade Federal de São Paulo (CEP nº 1990/08, 
ANEXO 1). Todos os participantes ou seus representantes legais forneceram 
consentimento por escrito. 
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4.1.2 Definição de queixas de sono 
A prevalência de queixas de sono foi estimada na população estudada 
com base na pergunta “O(a) senhor(a) apresenta algum problema de sono 
recente?”, referindo-se a qualquer tipo de distúrbio de sono percebido pelo idoso 
entrevistado, não importando a causa. Esta pergunta fazia parte do extenso 
inventário do Estado Mental Geriátrico, versão B, 3ª Edição (McWilliam et al, 1988). 
Devido à ausência de informações mais detalhadas a respeito do distúrbio de sono 
apresentado pelo idoso, ou do tempo de manifestação dos sintomas no protocolo 
original, este estudo limitou-se somente à investigação da prevalência de queixas de 
sono de uma forma geral. 
4.1.3 Análise estatística 
A análise dos dados coletados pelo 10/66 Dementia Research Group 
foi realizada utilizando o software STATA 11.1 (StataCorp, Estados Unidos da 
América - EUA) e empregando a divulgação 3.0 (outubro de 2010) do banco de 
dados deste estudo. A prevalência de queixas de sono foi calculada junto com 
estimativas robustas de seus intervalos de confiança de 95% (IC 95%) e foi ajustada 
por faixa etária (65 a 69 anos, 70 a 74 anos, 75 a 79 anos e 80 anos ou mais), sexo, 
conglomerado residencial e local de residência (urbano ou rural). 
Três modelos de regressão de Poisson foram utilizados para estimar 
razões de prevalência (PRs) separadamente para cada país estudado e para cada 
uma das variáveis potencialmente associadas à presença de queixas de sono 
(variáveis independentes), sendo a presença de queixas de sono utilizada como 
variável dependente. As variáveis independentes foram escolhidas com base em 
estudos semelhantes na literatura (Fok et al, 2010; Gu et al, 2010; Nomura et al, 
2010) e em outros estudos do 10/66 Dementia Research Group (Llibre Rodriguez et 
al, 2008; Sosa et al, 2012). 
O primeiro modelo (Modelo 1) utilizou como variáveis independentes 
fatores sociodemográficos como idade, sexo, local de residência (urbana ou rural), 
nível educacional (não alfabetizado, não completou escola primária, completou 
escola primária, completou escola secundária e completou escola terciária), estado 
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civil (solteiro, casado/ união estável, viúvo e divorciado), quartis de números de 
bens, presença de períodos ocasionais de miséria, tipo de renda (aposentadoria e 
suporte familiar, aposentadoria ou suporte familiar, sem renda declarada) e renda 
total. 
O Modelo 2 abrangeu todas as variáveis do Modelo 1 e incluiu outras 
relacionadas ao estilo de vida como realização de atividade física (muito ativo, ativo, 
não muito ativo ou inativo), consumo de carne (nunca, alguns dias, maior parte dos 
dias ou todos os dias), consumo de peixe (nunca, alguns dias, maior parte dos dias 
ou todos os dias) e tabagismo (não fumante, ex-fumante ou fumante). 
O Modelo 3 incluiu todas as variáveis dos Modelos 1 e 2 além de 
variáveis relacionadas à saúde dos indivíduos como gravidade da dor (sem dor, leve, 
moderada, grave, muito grave ou insuportável), saúde autodeclarada (muito boa, 
boa, moderada, ruim ou muito ruim), déficit de memória, depressão maior, déficit 
cognitivo leve, presença de demência, número de comorbidades (nenhuma, uma, 
duas, três ou quatro, dentre acidente vascular cerebral, demência, depressão e 
obesidade) e número de fatores de risco cardiovasculares (nenhum, um, dois, três 
ou quatro, dentre tabagismo, hipertensão arterial sistêmica, diabetes tipo 2 e 
obesidade). 
Após os cálculos das PRs para cada país individualmente, meta-
análises utilizando modelos de efeito fixo foram realizadas para combinar os 
resultados das variáveis do Modelo 3 de todos os países. O parâmetro I2 de Higgins 
(Higgins e Thompson, 2002) foi calculado como medida de heterogeneidade entre 
os países e, em seguida, foram estimadas as PRs combinadas com IC 95%. 
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4.2 Avaliação do padrão de sono, do perfil bioquímico, hormonal e oxidativo, 
da expressão gênica e de sua regulação entre indivíduos Jovens, Idosos 
e Longevos 
4.2.1 Seleção de voluntários 
Os indivíduos recrutados para participação neste estudo foram 
selecionados a partir de estudos em andamento por meio da colaboração com o 
Prof. Dr. Luiz Roberto Ramos do Departamento de Medicina Preventiva e com a 
Profa. Dra. Maysa Seabra Cendoroglo da Disciplina de Geriatria e Gerontologia da 
Universidade Federal de São Paulo, além da divulgação por cartazes públicos com 
devida autorização. Inicialmente foram recrutados 132 indivíduos jovens (20 a 30 
anos) e idosos (acima de 60 anos), todos do sexo masculino, que passaram por 
entrevista pessoalmente ou por telefone, a respeito do estado de saúde e hábitos de 
vida. 
Após esta entrevista e análise dos critérios de exclusão utilizados 
(apresentar doença grave não controlada que possa interferir na condução do 
estudo, como neoplasias, cardiopatias, doenças gastrointestinais e diabetes tipo 2, 
ou ainda apresentar antecedentes neurológicos e psiquiátricos), foram recrutados 38 
voluntários, distribuídos em três grupos: 1) indivíduos com idade entre 85 e 105 anos 
(Grupo Longevos; N=10); 2) indivíduos com idade entre 60 e 70 anos (Grupo Idosos; 
N=13); e 3) indivíduos com idade entre 20 e 30 anos (Grupo Jovens; N=15). Dados 
referentes ao uso de medicamentos também foram coletados para todos os 
participantes. 
Somente voluntários do sexo masculino foram selecionados, uma vez 
que a fisiologia e as alterações do sono esperadas com a idade ocorrem de forma 
diferente entre homens e mulheres. Além disso, as variações hormonais que as 
mulheres estão sujeitas e as fases do ciclo menstrual apresentam um impacto 
relevante no sono (Hachul et al, 2013), o que dificultaria a realização de um estudo 
controlado, principalmente se um grupo de mulheres jovens (ainda sujeitas a estas 
variações) fosse comparado com um grupo de idosas, que se encontra em período 
pós-menopausa. 
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4.2.2 Aspectos éticos 
Após receberem informações detalhadas por escrito sobre a natureza e 
os objetivos do estudo, todos os indivíduos recrutados assinaram um termo de 
consentimento livre e esclarecido. Os procedimentos foram conduzidos de acordo 
com a Declaração de Helsinque e as normas éticas do Ministério da Saúde 
(Conselho Nacional de Saúde - Resolução nº 196 de 10/10/96). Este protocolo foi 
aprovado pelo CEP da Universidade Federal de São Paulo com número 1990/08 
(ANEXO 1). 
4.2.3 Protocolo do estudo 
Os voluntários foram convocados para passar uma noite no Instituto do 
Sono (São Paulo, Brasil) onde receberam todas as informações inerentes ao estudo 
e foram submetidos a uma entrevista com questionários padronizados a respeito da 
qualidade do sono e da saúde geral. Após a entrevista, os voluntários realizaram um 
primeiro exame de PSG que teve inicialmente a finalidade de servir como noite de 
adaptação ao estudo. Na manhã seguinte à primeira noite de PSG, os voluntários 
realizaram coleta de sangue para extração de DNA. Após 1 a 23 semanas, os 
voluntários foram convocados para a segunda noite de PSG, na qual também foram 
aplicados questionários padronizados a respeito de outros domínios e, na manhã 
seguinte, foram submetidos à nova coleta de sangue para realização de exames 
laboratoriais e para extração de RNA. Nesta etapa, os voluntários receberam um 
actígrafo e foram convidados a usá-lo por 7 dias consecutivos a fim de investigar seu 
padrão de atividade e repouso. Concomitante ao uso do actígrafo, os voluntários 
também receberam um diário de sono e foram instruídos a registrar os horários de 
dormir, acordar, cochilar e retirar o actígrafo por algum motivo. Após os 7 dias, os 
voluntários devolveram o actígrafo e o diário de sono e o protocolo encerrou-se. Os 
voluntários do grupo Longevos, por limitações inerentes à idade, foram convocados 
somente para uma noite de PSG com aplicação de todos os questionários, seguida 
da coleta de sangue para extração de DNA, RNA, realização de todos os exames 
laboratoriais e início do uso do actígrafo e diário de sono. A Figura 3 ilustra as 
etapas do protocolo deste estudo. 
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Figura 3: Protocolo do estudo mostrando as etapas que os indivíduos de cada grupo foram 
submetidos. N: número de indivíduos. 
4.2.4 Questionários 
Nas visitas para realização da PSG, os voluntários participantes 
responderam a uma série de questionários para avaliar diversos parâmetros do 
sono, saúde e hábitos de vida: 1) Escala de Pittsburgh para avaliação da qualidade 
do sono (Buysse et al, 1989); 2) Índice de Gravidade de Insônia (Morin et al, 2011); 
3) Questionário pré-sono – últimos 6 meses, para registro dos elementos chave dos 
principais distúrbios de sono (Bittencourt et al, 2005); 4) Escala de Sonolência de 
Epworth (Johns, 1991); 5) Questionário de Horne e Ostberg de Matutinidade e 
Vespertinidade (Horne e Ostberg, 1976; Benedito-Silva et al, 1990); 6, 7 e 8) 
Questionários específicos para avaliação do idoso, incluindo o Índice de Atividades 
Básicas da Vida Diária de Katz (Katz et al, 1963), Miniexame do Estado Mental 
(Folstein et al, 1975) validado para a população brasileira (Bertolucci et al, 1994; 
Bertolucci et al, 2001) e Escala de Depressão Geriátrica (Yesavage et al, 1982). 
Para os voluntários dos grupos Jovens e Idosos, os questionários de 1 
a 4 foram aplicados na primeira noite de PSG e os questionários de 5 a 8 foram 
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aplicados na segunda noite. Para os indivíduos do grupo Longevos, todos os 
questionários foram aplicados na mesma noite. 
A comparação dos resultados dos questionários entre os três grupos 
estudados foi realizada por meio da Análise de Variância (ANOVA) com post hoc de 
Bonferroni ou teste de Kruskal-Wallis seguido de testes de Mann-Whitney dois a 
dois, de acordo com a distribuição normal dos dados, verificada pelo teste de 
Shapiro-Wilk. O nível de significância estabelecido para esta análise foi de 0,05. 
4.2.5 Avaliação da estrutura do sono por meio de polissonografia 
Os indivíduos dos grupos Idosos e Jovens foram submetidos a duas 
noites não consecutivas de PSG completa e os indivíduos do grupo Longevos a uma 
única noite, utilizando sistema digital EMBLA® S7000 (Embla Systems Inc., EUA). 
As variáveis biológicas foram avaliadas por meio de 
eletroencefalografia (derivações F3-M2, F4-M1, C3-M2, C4-M1, O1-M2, O2-M1), 
eletrooculografia, eletromiografia submentoniana e tibial anterior e eletrocardiografia 
(derivação V2 modificada). O fluxo aéreo foi registrado por meio de termístor e 
cânula nasal com transdutor de pressão, o esforço respiratório torácico e abdominal 
por pletismografia de indutância não calibrada, o ronco por microfone, a saturação 
da oxiemoglobina por meio de oximetria de pulso e a posição corporal utilizando um 
sensor. 
O estagiamento do sono e a marcação de eventos associados foram 
realizados por um técnico em PSG treinado, baseado nos critérios recomendados 
pelo Manual Padrão para Estagiamento do Sono e Eventos Associados da 
Academia Americana de Medicina do Sono (Iber et al, 2007). Os parâmetros de sono 
analisados foram: latência de sono (minutos), latência para o sono REM (minutos), 
tempo total de sono (minutos), eficiência de sono (%), estágio N1 (%), estágio N2 
(%), estágio N3 (%), estágio REM (%), minutos em vigília, índice de despertares 
(número de despertares por hora), índice de movimentos periódicos de pernas 
(número de movimentos periódicos por hora), índice de apneia-hipopneia (IAH, 
número de eventos por hora), saturação basal da oxiemoglobina (%), saturação 
média da oxiemoglobina (%) e saturação mínima da oxiemoglobina (%). 
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Quando indivíduos são submetidos à realização da PSG pela primeira 
vez, existe a possibilidade de acontecer um fenômeno conhecido como efeito de 
primeira noite. Este fenômeno é caracterizado pela alteração na estrutura do sono 
causada pela condição artificial durante o registro, uma vez que o indivíduo é sujeito 
a dormir em um ambiente desconhecido, conectado a uma série de fios, eletrodos e 
sensores, que conferem uma movimentação limitada, muitas vezes associada à 
dificuldade de reproduzir uma noite de sono habitual (Tamaki et al, 2005). 
Para verificar o efeito da primeira noite, uma estratégia é a realização 
de duas PSGs, preferencialmente não consecutivas, para que a primeira sirva de 
adaptação a esta situação desconhecida, e que na segunda haja uma tendência do 
indivíduo em se aproximar de sua noite habitual de sono. A relevância do efeito da 
primeira noite foi analisada nos grupos de indivíduos Jovens e Idosos, uma vez que 
foram submetidos a duas noites de PSG. O teste não paramétrico de Wilcoxon e o 
teste de correlação de Spearman foram utilizados para avaliar todos os parâmetros 
de sono registrados entre a primeira e a segunda noite nestes grupos. 
Após o estabelecimento do efeito da primeira noite, a comparação dos 
parâmetros de sono mensurados pela PSG entre os três grupos estudados foi 
realizada por meio da ANOVA com post hoc de Bonferroni ou teste de Kruskal-Wallis 
seguido de testes de Mann-Whitney dois a dois, de acordo com a distribuição normal 
dos dados, verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. O nível de significância 
estabelecido para esta análise foi de 0,05. 
4.2.6 Análise quantitativa do eletroencefalograma do sono 
A análise quantitativa do EEG do sono foi conduzida por meio da 
análise espectral do sinal coletado durante todo o registro de todas as noites de 
PSG realizadas pelos participantes do estudo. Para realização da análise espectral, 
foi utilizada uma sintaxe específica do software R (versão 2.10.1), desenvolvida por 
pesquisadores da Universidade Federal de São Paulo e Universidade Federal do 
ABC (Dr. Altay Alves Lino de Souza e Dr. João Ricardo Sato), que compreende tanto 
a decomposição do sinal quanto a aplicação de filtros específicos para a remoção de 
artefatos inerentes aos registros de longa duração como aquele presente na PSG. 
Esta metodologia já foi utilizada em estudos anteriores do nosso grupo que 
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investigaram o papel de variantes genéticas no padrão espectral do EEG do sono 
(Manzotte et al, 2012; Mazzotti et al, 2012). 
Os sinais coletados das derivações O2-M1, C4-M1 e F4-M1 
apresentaram maior qualidade em todos os indivíduos e foram incluídos na análise. 
O sinal foi decomposto em frequências específicas para o estudo do EEG do sono, 
como delta (<4 Hz), teta (4–7,9 Hz), alfa 1 (8–9,9 Hz), alfa 2 (10–12,9 Hz), beta 1 
(13–17,9 Hz), beta 2 (18–29,9 Hz) e gama (≥30 Hz), utilizando taxa de amostragem 
de 200 Hz e épocas de 30 segundos. A configuração dos filtros foi utilizada 
baseando-se em critérios padrão para aquisição de dados do EEG do sono (filtro de 
baixa frequência de 0,3 Hz, filtro de alta frequência de 35 Hz, constante de tempo de 
0,3 segundos e filtro de rejeição de banda de 60 Hz). 
Para exclusão de artefatos, os dados descritivos do sinal (média, 
desvio padrão, mediana e intervalo interquartílico) de cada época foram calculados e 
as janelas temporais contidas do 95º percentil da amplitude do sinal mais elevada 
para cada estágio do sono foram consideradas como outliers e excluídas da análise. 
O sinal resultante das derivações do EOG também foi utilizado para normalizar 
artefatos inerentes à PSG. 
Valores padronizados do escore Z da potência espectral para cada 
derivação em cada estágio do sono e em cada faixa de frequência foram 
comparados entre os três grupos de indivíduos por meio da ANOVA com post hoc de 
Bonferroni. O nível de significância estabelecido para esta análise foi de 0,05. 
4.2.7 Avaliação do padrão de atividade e repouso 
Para a investigação do padrão de atividade e repouso, os voluntários 
foram convidados a utilizar um actígrafo Motionlogger Watch (Ambulatory Monitoring 
Inc., EUA) por 7 dias consecutivos. Os dados foram coletados pelo actígrafo usando 
o modo “zero-crossing”, em épocas de um minuto, de acordo com estudo de 
validação realizado por Souza e colaboradores (de Souza et al, 2003). 
Concomitante ao uso do actígrafo, os voluntários também preencheram 
um diário de sono, com a finalidade de sincronizar eventos específicos como a hora 
em que o indivíduo acordou, acendeu as luzes e saiu da cama, hora em que retirou 
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e recolocou o actígrafo, hora em que realizou cochilos e hora em que se deitou e 
apagou as luzes. Após os 7 dias, os dados foram transmitidos ao computador pelo 
software Motionlogger WatchWare 1.45.0.5 (Ambulatory Monitoring Inc., EUA) e 
após a aquisição dos dados de todos os voluntários, as análises foram realizadas 
pelo software ActionW 2.6 (Ambulatory Monitoring Inc., EUA). 
Quando o voluntário não apresentou o registro do botão de eventos 
referente aos horários de dormir e acordar, o início da fase de repouso (“sono”) foi 
considerado após cinco épocas consecutivas com atividade abaixo de 100 unidades, 
a partir do horário registrado no diário de sono. Todas as variáveis relacionadas ao 
sono foram calculadas com o uso do algoritmo Cole-Kripke (Cole et al, 1992). 
Dentre as inúmeras variáveis coletadas, foram selecionadas a média e 
coeficiente de variação (CV) do horário de início do sono, do despertar e do horário 
do início e término de cochilos diurnos; média e CV do período de sono noturno e da 
duração de cochilos diurnos, média da eficiência do sono (%), média da latência de 
sono (minutos), média do período em atividade (“vigília”) após o início do sono, além 
do número de cochilos durante a semana de uso do actígrafo. Nesta análise, média 
e CV referem-se aos 7 dias de uso do actígrafo. 
A comparação das variáveis mensuradas pela actigrafia entre os três 
grupos estudados foi realizada por meio da ANOVA com post hoc de Bonferroni ou 
teste de Kruskal-Wallis seguido de testes de Mann-Whitney dois a dois, de acordo 
com a distribuição normal dos dados, verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. O nível 
de significância estabelecido para esta análise foi de 0,05. 
4.2.8 Exames laboratoriais 
Após a segunda noite de PSG (Jovens e Idosos) ou após a única noite 
(Longevos), os voluntários foram submetidos à coleta de 30 mL de sangue periférico 
em jejum de 12 horas. A Tabela 1 representa as análises laboratoriais que foram 
realizadas juntamente com suas metodologias. As análises bioquímicas, hormonais 
e do perfil oxidativo foram realizadas por metodologias de rotina pelo Laboratório da 
Associação Fundo de Incentivo à Pesquisa (AFIP) ou por laboratório de apoio. 
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Tabela 1: Análises do perfil bioquímico, hormonal e oxidativo realizadas no presente estudo 
acompanhadas de suas metodologias. 
Perfil Dosagem Método 
Bioquímico 
Colesterol total e frações Enzimático colorimétrico com reação com peroxidase 
Triglicérides Enzimático colorimétrico com reação com peroxidase 
Ureia Enzimático colorimétrico com reação com urease 
Creatinina Colorimétrico pelo método de Jaffé 
Albumina Colorimétrico com reação com verde de bromocresol 
Glicose 
Enzimático com reação com hexoquinase II glicose-6-fosfato 
desidrogenase 
Hormonal 
Testosterona total Quimioluminescência direta 
Testosterona livre Radioimunoensaio 
Cortisol Quimioluminescência direta 
Hormônio luteinizante (LH) Quimioluminescência direta 
Hormônio folículo estimulante (FSH) Quimioluminescência direta 
Progesterona Quimioluminescência direta 
Prolactina Quimioluminescência direta 
Estradiol Quimioluminescência direta 
Hormônio tireoestimulante (TSH) Quimioluminescência direta 
Triiodotironina (T3) Quimioluminescência direta 
Tetraiodotironina (T4) Quimioluminescência direta 
Proteína C reativa Nefelometria 
Oxidativo 
Vitamina C Cromatografia líquida de alto desempenho 
Vitamina E Cromatografia líquida de alto desempenho 
Glutationa Peroxidase 
Colorimétrico com reação com peroxidades na presença de 
glutationa, glutationa redutase e NADPH 
Malondialdeído Colorimétrico, com reação com ácido tiobarbitúrico 
Capacidade antioxidante total Colorimétrico, baseado na prevenção da oxidação do ABTS  
NAPDH: Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato; ABTS: 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato). 
Para a comparação dos resultados dos exames laboratoriais entre 
Jovens, Idosos e Longevos, foi utilizada ANOVA com post hoc de Bonferroni ou teste 
de Kruskal-Wallis seguido de testes de Mann-Whitney dois a dois, de acordo com a 
distribuição normal dos dados, verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. O nível de 
significância estabelecido para esta análise foi de 0,05. 
4.2.9 Análise da expressão gênica 
Após a segunda noite de PSG (grupos Idosos e Jovens) ou após a 
única noite (grupo Longevos), 5 mL de sangue foram coletados para a extração do 
RNA total, utilizando tubos específicos (PaxGene RNA collection tubes – 
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PreAnalytiX, Suiça) entre 6:00h e 8:00h. O RNA total foi extraído utilizando-se o kit 
PaxGene (PaxGene blood RNA isolation kit – PreAnalytiX, Suíça), de acordo com as 
instruções do fabricante. 
O RNA total extraído foi submetido à eletroforese em gel de agarose 
1,0% corado com brometo de etídio para verificação de sua integridade por meio das 
bandas 18S e 28S de RNA ribossômico e também para verificar a ausência de 
contaminação com DNA genômico (Figura 4). Em seguida, o RNA total foi 
quantificado e armazenado a -80ºC para posterior análise. 
 
Figura 4: Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etídio para verificação da integridade do RNA 
total extraído utilizando o kit PaxGene blood RNA isolation (PreAnalytiX, Suíça). As bandas 18S e 
28S estão indicadas na imagem para as amostras de 1 a 6. M: Marcador de 100 pares de base 
(Invitrogen, EUA). 
O perfil de expressão de genes relacionados ao estresse oxidativo foi 
analisado no sangue periférico dos voluntários usando a tecnologia de Superarray – 
RT2 Profiler™ PCR Array System (SA Biosciences, EUA). Esta metodologia baseia-
se no uso da RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) em tempo 
real para detecção e quantificação simultânea da expressão de 84 genes 
relacionados ao estresse oxidativo e defesa antioxidante como peroxidases, 
peroxiredoxinas, superóxido dismutases, genes de resposta ao estresse oxidativo, 
entre outros (Número do catálogo PAHS-065). A lista completa dos genes é 
representada na Figura 5 e uma descrição mais detalhada com o código de acesso 
no GenBank e o nome dos genes está representado no ANEXO 2. 
Além destes, foram avaliados também cinco genes endógenos, 
necessários para normalização dos dados pelo método de CT (cycle threshold) 
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comparativo, além de controles que avaliaram a presença de DNA genômico 
contaminante, a qualidade do RNA utilizado e a eficiência da reação (Figura 5). 
 
Figura 5: Representação dos genes e regiões controle investigadas pelo Superarray – RT
2
 Profiler™ 
PCR Array System para genes de Estresse Oxidativo e Defesa Antioxidante (PAHS-065). A 
disposição dos genes acima é a mesma das placas onde são realizadas as reações. Os 84 genes 
representados na área verde estão envolvidos no estresse oxidativo e defesa antioxidante. A área 
azul representa os genes endógenos. As siglas na área cinza representam os controles de qualidade 
da reação: HGDC (Human genomic DNA contamination) – controle que identifica presença de DNA 
genômico; RTC (Reverse transcriptase control) – controle da eficiência da transcrição reversa pelo kit 
RT
2
 First Strand; PPC (Positive PCR control) – controle positivo para eficiência da PCR. 
Para a realização do experimento, 600 ng de RNA total foram 
submetidos à reação de transcrição reversa para síntese do DNA complementar 
(cDNA) com o uso de hexâmeros aleatórios e primers oligo-dT por 15 minutos a 
42ºC, seguido de inativação a 95ºC por 15 minutos utilizando-se o kit RT2 First 
Strand (SA Biosciences, EUA). Em seguida, o cDNA foi diluído, submetido à PCR 
em tempo real com 1X RT2 SYBR Green/ ROX qPCR Master Mix (SA Biosciences, 
EUA) pelo equipamento 7500 PCR Real-Time System (Applied Biosystems, EUA), 
de acordo com as seguintes condições: desnaturação inicial a 95ºC por 10 minutos 
seguida de 40 ciclos de desnaturação a 95ºC por 15 segundos e anelamento e 
extensão a 60ºC por 1 minuto. 
A detecção da expressão gênica foi realizada com o uso do corante 
SYBR® Green que intercala moléculas de DNA dupla fita e emite fluorescência 
proporcional à quantidade de DNA amplificado durante a PCR. Ao final de cada 
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ciclo, o equipamento detectou a fluorescência emitida e construiu um gráfico com as 
curvas de amplificação para cada gene. A Figura 6 mostra um exemplo das curvas 
de amplificação obtidas após a reação, para os 84 genes de interesse, cinco genes 
endógenos, além dos controles de reação. 
 
Figura 6: Curvas de amplificação dos 84 genes relacionados ao estresse oxidativo e defesa 
antioxidante, 5 genes endógenos e regiões de controle de qualidade da reação para uma amostra. A 
linha azul horizontal representa o threshold estabelecido para todas as reações com base no padrão 
de expressão de todas as corridas. O eixo x (Cycle) representa os ciclos da reação em cadeia da 
polimerase e o y (ΔRn – normalized reporter signal) a intensidade de fluorescência detectada a cada 
ciclo, normalizada pela referência passiva ROX
TM
 e corrigida pelo baseline. 
A quantificação da expressão gênica foi obtida a partir do cálculo do 
ΔCT, baseando-se na diferença entre os valores de CT de cada um dos genes 
estudados com a média geométrica dos cinco controles endógenos. A expressão 
relativa de cada gene entre os três grupos de voluntários foi calculado pelo método 
de CT comparativo (ΔΔCT), que calcula a quantificação relativa (também chamada de 
Fold Change - FC) entre os grupos de interesse (Idosos e Longevos) e o grupo de 
referência (Jovens). A quantificação relativa foi calculada pela fórmula FC = 2-ΔΔCT = 
2-(ΔCT grupo de interesse – ΔCT grupo referência), tanto para Idosos quando para Longevos 
(grupos de interesse), em relação aos Jovens (grupo referência), e representa 
quantas vezes um gene é mais ou menos expresso em um grupo em relação ao 
outro. 
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A análise estatística da expressão gênica foi realizada por meio do 
teste t usando como variável dependente os níveis de expressão normalizados pelos 
genes endógenos (2-ΔCT) e como variáveis independentes as comparações Idosos 
versus Jovens e Longevos versus Jovens. O nível de significância desta análise foi 
estabelecido em 0,025 devido à realização de duas comparações. A identificação 
dos genes diferencialmente expressos foi baseada no resultado do teste estatístico 
empregado e no tamanho do efeito, representado pela magnitude da quantificação 
relativa. Assim, FCs maiores que 1,20 (para genes com expressão aumentada) ou 
menores que 0,83 (para genes com expressão diminuída), foram considerados para 
selecionar os genes diferencialmente expressos e excluir os potencialmente sujeitos 
a ruídos metodológicos. 
4.2.10 Análise do padrão de metilação do DNA da região promotora dos genes 
diferencialmente expressos 
Após a noite de PSG, foram coletados, de todos os voluntários, 5 mL 
de sangue periférico em tubo com EDTA (ácido etileno diamino tetracético) para 
extração de DNA, de acordo com o método salting-out, conforme descrito por Miller 
e colaboradores (Miller et al, 1988), modificado. Em resumo, foi acrescentada ao 
sangue a solução Blood Lysis 1X (NH4Cl 77 mM, KHCO3 4,9 mM e EDTA 2 mM, pH 
8,2) e a mistura foi mantida no gelo durante 30 minutos. Após este período, a 
amostra foi centrifugada por 20 minutos a 3000 rpm, descartou-se o sobrenadante e 
esta etapa foi repetida. O pellet foi ressuspendido em 3 mL de solução Nuclei Lysis 
1X (10 mM Tris-HCl, 400 mM NaCl e 2 mM EDTA, pH 8,2). Em seguida adicionou-se 
300 µL de SDS 10% e 100 µL de proteinase K (200 U/mL). A solução foi incubada a 
37°C overnight. Após este período adicionou-se 1 mL de NaCl saturado 6M e a 
amostra permaneceu no gelo durante 15 minutos. A solução foi centrifugada por 60 
minutos a 3000 rpm e o sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio de 
vidro. Adicionou-se etanol absoluto a fim de precipitar o DNA, que foi coletado com 
um bastão de vidro. Foi adicionado etanol 70% ao DNA, que foi deixado em repouso 
até o álcool secar. Em seguida, o DNA foi diluído em 200 µL de água Milli-Q e 
incubado a 65°C durante 60 minutos para eliminar contaminação por DNase. Por 
fim, o DNA extraído foi quantificado utilizando o equipamento NanoDrop 8000 
(Thermo Scientific, EUA), submetido à eletroforese em gel de agarose 1,0% corado 
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com brometo de etídio para verificação de sua integridade e em seguida 
armazenado a -20ºC até posterior uso. 
Para investigar o padrão de metilação da região promotora dos genes 
identificados como diferencialmente expressos, foram selecionadas ilhas CpG e/ ou 
regiões com potencial papel regulatório, como por exemplo próximas a sítios de 
ligação para fatores de transcrição conhecidos. A busca dessas regiões foi realizada 
com o auxílio dos softwares Methyl Primer Express® (Applied Biosystems, EUA) e 
MethPrimer (http://www.urogene.org/methprimer/index1.html). Foram utilizados os 
critérios padrão para definição de ilha CpG: tamanho mínimo de 300 pares de base, 
tamanho máximo de 2000 pares de base, com proporção de citosinas e guaninas 
maior que 50% e razão de dinucleotídeos CpG observados/esperados maior que 
0,6. 
Após o estabelecimento das regiões de interesse dos genes 
identificados como diferencialmente expressos, uma amostra de DNA de cada 
indivíduo foi submetida ao tratamento com o bissulfito de sódio utilizando o kit 
EpiTect, de acordo com as instruções do fabricante (Qiagen, Alemanha). Nesta 
técnica, as citosinas não metiladas são convertidas à uracila pelo bissulfito de sódio, 
enquanto as citosinas metiladas são resistentes a esta alteração e permanecem 
como citosinas. Em resumo, o DNA armazenado foi descongelado e submetido à 
reação com Bisulfite Mix e DNA Protect Buffer de acordo com as seguintes 
condições: desnaturação a 95ºC por 5 minutos, incubação a 60ºC por 25 minutos, 
desnaturação a 95ºC por 5 minutos, incubação a 60ºC por 85 minutos, desnaturação 
a 95ºC por 5 minutos e incubação a 60ºC por 175 minutos. Em seguida, o produto 
da reação (DNA convertido) foi purificado utilizando as colunas EpiTect e uma série 
de lavagens e centrifugações de acordo com o protocolo do fabricante. Ao final da 
purificação, o DNA tratado com bissulfito de sódio foi armazenado a -20ºC até o 
momento do uso. 
Para identificar e quantificar a taxa de metilação destes genes utilizou-
se a técnica de sequenciamento direto do DNA previamente convertido por bissulfito 
de sódio, que consistiu na amplificação das regiões promotoras por PCR, posterior 
purificação e sequenciamento do produto de PCR para discriminar os sítios CpG 
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metilados (presença de citosina) dos sítios CpG não metilados (presença de timina). 
A Figura 7 mostra um fluxograma das etapas envolvidas nesta análise. 
 
Figura 7: Fluxograma representando as etapas da técnica de sequenciamento direto do DNA 
convertido por bissulfito de sódio. Citosinas metiladas não são convertidas em uracilas e se mantêm 
como citosinas no resultado do sequenciamento, mas citosinas não metiladas convertem-se em 
uracila e, após a PCR, são substituídas por timinas, sendo detectadas pelo sequenciamento. Uma 
vez que o DNA extraído foi proveniente de um pool de células diferentes, é possível que em alguns 
casos haja metilação parcial, ou seja, um grupo de células com citosinas metiladas e outro com 
citosinas não metiladas. Esta condição é evidenciada pela presença de citosinas e timinas na mesma 
posição após o sequenciamento. O uso de algoritmos computacionais de normalização e correção 
para conversão por bissulfito parcial permite a quantificação da taxa de metilação parcial nestes sítios 
possibilitando sua comparação entre os grupos de estudo. m: radical metil; PCR: reação em cadeia 
da polimerase. 
A Tabela 2 mostra a sequência dos primers utilizados e as condições 
das reações para amplificação das regiões promotoras dos genes estudados. Para 
alguns genes, mais de uma sequência foi selecionada dentro da região promotora. É 
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importante ressaltar que para esta metodologia, os primers foram desenhados de 
forma a não se anelarem em regiões que contenham dinucleotídeos CpG para que a 
amplificação por PCR não fosse enviesada. 
Tabela 2: Sequências dos primers utilizados para amplificar as regiões promotoras dos genes 
diferencialmente expressos e temperatura de anelamento da reação em cadeia da polimerase. Para 
alguns genes, mais de uma região foi selecionada. 
Gene Região Orientação Primers 
Temperatura de 
Anelamento (ºC) 
Tamanho do 
Fragmento (pb) 
PRNP 
1 
F 5'-GGAATAGGTGATGGTTAGTGTT-3' 
52,3 309 
R 5'-CTTAAACACTTACATCAATTAATACC-3' 
2 
F 5'-GGATTTTAGTGAGGAGGGG-3' 
58,7 428 
R 5'-CCAAACACCCTCTAAACATC-3' 
GPX7 
1 
F 5'-TTTAATATGTGGAGAAATTGAGGT-3' 
57,8 446 
R 5'-CAACCCACAAAAACAACCAC-3' 
2 
F 5'-GTGGTTGTTTTTGTGGGTTG-3' 
57,9 450 
R 5'-TAACAAAAACTAAACAATAATACCC-3' 
EPX 1 
F 5'-AGGATATTTGGAATAGTTTTTTTGG-3' 
57,3 397 
R 5'-CTACACCAAAATCTAATTAACCT-3' 
GPX1 
1 
F 5'-AGGTTTAGGATAAGGGTTTGTTT-3' 
61,3 389 
R 5'-ACTCAAACCTATAATCCCAACAC-3' 
2 
F 5'-TTGTTTTAAGGGTTTAGTTGTG-3' 
59,8 437 
R 5'-CACCTATAATCCCAACTACTCA-3' 
BNIP3 1 
F 5'-AATGAAATTAGGATTGGTTTTT-3' 
52,3 446 
R 5'-CTCAAAATTCAACCATTATCAT-3' 
CCL5 
1 
F 5'-GGTTTTGTGATTAGGAAGGAAG-3' 
52,3 343 
R 5'-CCCCTCCAAAATAAATAAATCA-3' 
2 
F 5'-GAGGGAAATGATTTGTTAAAAGTT-3' 
59,4 279 
R 5'-ACTACAAACTCTACCTCCCAAA-3' 
DGKK 1 
F 5'-GTAGTAGGGTTAGGGGTTGGT-3' 
56,3 432 
R 5'-CATATATTTCCCCACAAAATCA-3' 
SRXN1 1 
F 5'-TTGGGTTTTAAAGGGTGTAATT-3' 
56,3 280 
R 5'-AACACCCCCAATATAAACAAAA-3' 
SIRT2 
1 
F 5'-TGTGGTGGTTTATGTTTGTAATT-3' 
52,3 354 
R 5'-TAACAAAAACCCTAACCAATCA-3' 
2 
F 5'-GTGTGGGTGTGGGTTTTTGAAT-3' 
59,4 423 
R 5'-TCCTCCCTCTTTCTAAAACCTC-3' 
F: Forward; R; Reverse; PCR: Reação em cadeia da polimerase; pb: pares de base. 
Todas as sequências foram amplificadas utilizando-se condições 
semelhantes para a PCR, de acordo com o protocolo do kit QIAGEN Fast Cycling 
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PCR (Qiagen, Alemanha), descritos a seguir: 10 ng de DNA convertido foram 
incubados com 10 µL de Master Mix contendo os principais tampões e a enzima 
HotStartTaq Plus DNA polymerase, 4 µL do aditivo Q-Solution e 1 µL de cada primer 
(10 µM). As reações foram submetidas à desnaturação inicial a 95ºC por 5 minutos 
seguidos de 35 ciclos de 96ºC por 10 segundos, incubação com temperatura de 
anelamento específica para cada região (Tabela 2) por 15 segundos e extensão a 
68ºC por 20 segundos, seguidos de extensão final a 72ºC por 5 minutos. Os 
resultados das amplificações foram observados em gel de agarose 2,0% corado com 
brometo de etídio, utilizando o sistema de eletroforese E-gel® (Invitrogen, EUA), e 
visualizados em transiluminador ultravioleta. 
Após a amplificação, as amostras foram purificadas com o uso de 
beads magnéticas por meio do kit Agencourt® AMPure® de acordo com as 
recomendações do fabricante (Beckman Coulter, EUA) e, em seguida, submetidas 
ao sequenciamento pelo método dideoxy de terminação de cadeia utilizando o 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA) no 
sequenciador 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, EUA). Todas as amostras 
foram sequenciadas para as regiões de interesse utilizando primers em ambas as 
direções, obtendo-se assim duas sequências válidas. Todas as etapas 
experimentais do protocolo de detecção do padrão de metilação do DNA foram 
conduzidas durante estágio em pesquisa no exterior realizado no Center for Applied 
Genomics, The Children’s Hospital of Philadelhpia, na Filadélfia, EUA, com a 
supervisão e colaboração do Dr. Hakon Hakonarson e Dra. Renata Pellegrino. 
Após o sequenciamento, os traçados de cada amostra referentes a 
cada região foram visualmente inspecionados com o auxílio do software FinchTV 
versão 1.40 (Geospiza Inc., EUA) para excluir sequências com baixa qualidade. Em 
seguida, os traçados foram alinhados à sequência referência com o auxílio do 
software CodonCode Aligner (CodonCode Corporation, EUA). Sítios CpG com baixa 
qualidade foram marcados e excluídos da análise em etapas posteriores. 
Após a obtenção de sequências de alta qualidade, a análise 
quantitativa da metilação foi realizada pelo software ESME (Epigenomics, 
Alemanha), que realizou normalização do sinal dos quatro nucleotídeos detectados 
pelo sequenciamento, além de corrigir para a conversão parcial por bissulfito de 
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sódio (presença de sinal de citosina em posições que não são sítios CpG). Dessa 
forma, após uma série de cálculos, cada sítio CpG foi caracterizado por um valor de 
taxa de metilação que representa a porcentagem do sinal de citosina sobre o sinal 
total corrigido e normalizado para aquele sítio CpG (Lewin et al, 2004). 
A média da taxa de metilação das sequências obtidas com o uso do 
primer forward e do primer reverse foi calculada para cada amostra em cada sítio 
CpG e foi comparada entre Jovens, Idosos e Longevos por meio da ANOVA com 
post hoc de Bonferroni ou teste de Kruskal-Wallis seguido de testes de Mann-
Whitney dois a dois, de acordo com a normalidade dos dados verificada pelo teste 
de Shapiro-Wilk. O nível de significância estabelecido para esta análise foi de 0,05. 
Para os sítios CpG que apresentaram diferenças significativas, utilizou-se a 
ferramenta TFSEARCH (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) 
(Heinemeyer et al, 1998) para a análise de possíveis fatores de transcrição que se 
ligam à região promotora nos quais estes dinucleotídeos estão contidos. 
4.2.11 Análise da expressão de microRNAs 
Para a análise da expressão de miRNAs, foram selecionados miRNAs 
potencialmente envolvidos na regulação dos genes encontrados como 
diferencialmente expressos utilizando os bancos de dados miRBase 
(http://www.mirbase.org/) e as ferramentas de busca dos bancos de dados miRTar 
(http://mirtar.mbc.nctu.edu.tw/human/), TargetScan (http://www.targetscan.org/), 
microRNA.org (http://www.microrna.org/microrna/home.do) e miRDB 
(http://mirdb.org/miRDB/). 
Durante esta análise inicial, alguns critérios foram estabelecidos para 
selecionar somente miRNAs com alta probabilidade de regulação dos genes 
diferencialmente expressos. Os critérios de seleção foram: 1) ser predito como 
regulador de algum gene diferencialmente expresso em pelo menos dois dos bancos 
de dados citados acima; 2) ser descrito como miRNA que se liga a região 3’ não 
traduzida do gene; 3) apresentar escore de predição mirSVR < -0,90; e 4) apresentar 
escore de conservação PhastCons > 0,53. 
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O escore de predição mirSVR é calculado por um algoritmo de 
aprendizagem supervisionada que foi desenvolvido com base em experimentos que 
avaliaram mudanças de expressão gênica seguidas de transfecções de diferentes 
miRNAs, e auxilia na detecção de miRNAs com alta probabilidade de regulação da 
expressão de um determinado gene. Um escore mirSVR de -0,90 equivale a uma 
probabilidade esperada de 50% de observar uma mudança de expressão gênica de 
30% ou menos (Betel et al, 2010). O escore de conservação PhastCons é um índice 
de conservação do miRNA entre as espécies e propõe-se que quanto mais 
conservado entre os mamíferos, maior a probabilidade do miRNA apresentar uma 
função biológica (Siepel et al, 2005). 
Após a aplicação dos critérios de seleção, foram identificados 14 
miRNAs potencialmente envolvidos na regulação da expressão dos genes de 
interesse. A Tabela 3 mostra a lista destes miRNAs, o gene com alta probabilidade 
de regulação, os códigos de acesso às suas sequências e os escores de qualidade. 
Tabela 3: Lista dos microRNAs (miRNAs) potencialmente reguladores dos genes diferencialmente 
expressos, seus códigos de acesso pelo banco de dados miRBase e seus escores mirSVR e 
PhastCons. 
Gene miRNA 
Código da Sequência 
Precursora 
Código da Sequência 
Madura 
Escore 
mirSVR 
Escore 
PhastCons 
PRNP hsa-miR-410 MI0002465 MIMAT0002171 -1,311 0,6691 
PRNP hsa-miR-376c MI0000776 MIMAT0000720 -1,2045 0,594 
PRNP hsa-miR-340-5p MI0000802 MIMAT0002809 -1,1736 0,6691 
CCL5 hsa-miR-146b-5p MI0003129 MIMAT0002809 -1,2937 0,593 
CCL5 hsa-miR-33a-5p MI0000091 MIMAT0000091 -1,0951 0,593 
BNIP3 hsa-miR-320b MI0003776 MIMAT0005792 -1,2873 0,5736 
BNIP3 hsa-miR-145-5p MI0000461 MIMAT0000437 -1,2702 0,5842 
BNIP3 hsa-miR-411-5p MI0003675 MIMAT0003329 -1,2313 0,5789 
GPX7 hsa-miR-202-3p MI0003130 MIMAT0002811 -1,2326 0,5575 
GPX7 hsa-miR-1294 MI0006356 MIMAT0005884 -1,206 0,5575 
GPX7 hsa-miR-513a-5p MI0003191 MIMAT0002877 -1,1431 0,6129 
EPX hsa-miR-103as(b) MI0000108 MIMAT0000101 -0,9396 0,5399 
SIRT2 hsa-miR-1275 MI0006415 MIMAT0005929 -0,9337 0,5628 
SRXN1 hsa-miR-22-3p MI0000078 MIMAT0000077 -0,9068 0,5522 
Banco de dados miRBase: http://www.mirbase.org/ 
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Dentre as moléculas identificadas acima, uma amostra de 7 miRNAs 
maduros, cada um regulando um gene distinto, foi selecionada para ter sua 
expressão verificada no mesmo tecido em que a expressão dos genes foi 
inicialmente investigada. A escolha foi baseada nos miRNAs maduros cuja 
expressão em sangue periférico de humanos já havia sido previamente 
documentada em estudos de perfil de expressão de miRNA (Liang et al, 2007; Noren 
Hooten et al, 2010). 
Dessa forma, os miRNAs que tiveram sua expressão verificada entre 
Jovens, Idosos e Longevos foram: hsa-miR-340-5p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-145-
5p, hsa-miR-513a-5p, hsa-miR-103as, hsa-miR-1275 e hsa-miR-22-3p, possíveis 
reguladores dos genes PRNP, CCL5, BNIP3, GPX7, EPX, SIRT2 e SRXN1, 
respectivamente. 
Além destes, dois RNAs não codificantes adicionais foram escolhidos 
como normalizadores (endógenos) da expressão pelo método de ΔΔCT: RNU48 e 
hsa-miR-26, selecionados com base no estudo de Viprey e colaboradores (2012), 
que mostrou que estas moléculas apresentaram expressão estável no sangue 
periférico (Viprey et al, 2012). 
A expressão dos miRNAs maduros selecionados foi quantificada por 
meio da RT-PCR em tempo real utilizando sistema TaqMan® no equipamento 7500 
PCR Real-Time System (Applied Biosystems, EUA). Esta metodologia baseia-se no 
uso de sondas fluorescentes específicas para as sequências de miRNA, que são 
clivadas pela atividade exonucleásica 5’ da enzima Taq DNA polimerase e emitem 
fluorescência proporcional à quantidade de produto de PCR gerado. 
Assim, o mesmo RNA total extraído para a análise da expressão 
gênica foi utilizado para síntese do cDNA por transcrição reversa com o uso do 
TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, EUA), que contém 
tampões específicos, dNTP, enzima Multiscribe para transcrição reversa e inibidor 
da enzima RNAse. O RNA total foi misturado a estes reagentes juntamente com um 
pool de primers específicos para detecção de todos os miRNAs selecionados, e 
incubado a 16ºC por 30 minutos, seguido de 42ºC por 30 minutos e por fim a 85ºC 
por 5 minutos. 
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Em seguida, com a finalidade de aumentar o rendimento da reação e 
facilitar a detecção dos miRNAs, foi realizada a pré-amplificação das sequências de 
miRNA utilizando-se o TaqMan® PreAmp Master Mix 2X (Life Technologies, EUA), 
que foi misturado ao produto da transcrição reversa e ao pool de primers específicos 
para os miRNAs selecionados. Essa mistura foi incubada a 95ºC por 10 minutos, 
55ºC por 2 minutos, 72ºC por 2 minutos, 12 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC 
por 4 minutos e, finalmente, a 99,9ºC por 10 minutos. 
O produto da pré-amplificação foi então submetido à PCR em tempo 
real juntamente com o TaqMan® Universal Master Mix 2X sendo exposto a 
desnaturação inicial a 95ºC por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturação a 
95ºC por 15 segundos e anelamento e extensão a 60ºC por 1 minuto. Ao final de 
cada ciclo, a fluorescência emitida foi detectada pelo equipamento e as curvas de 
amplificação foram plotadas para cada miRNA. A Figura 8 mostra um exemplo das 
curvas de amplificação obtidas após a reação. 
 
Figura 8: Curvas de amplificação dos 7 miRNAs estudados e dos 2 RNAs não codificantes 
endógenos. As linhas horizontais representam o threshold estabelecido para cada miRNA em todas 
as reações com base no padrão de expressão de todas as corridas. O eixo x (Cycle) representa os 
ciclos da reação em cadeia da polimerase e o y (ΔRn) a intensidade de fluorescência detectada a 
cada ciclo, normalizada pela referência passiva ROX
TM
 e corrigida pelo baseline. 
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Assim como na expressão gênica, a quantificação da expressão dos 
miRNAs foi obtida a partir do cálculo do ΔCT, baseando-se na diferença entre os 
valores de CT de cada um dos miRNAs estudados com o CT de um RNA não 
codificante endógeno (RNU48), que não teve variabilidade na sua expressão entre 
os três grupos estudados, diferentemente do hsa-miR-26. A expressão relativa de 
cada miRNA entre os três grupos de voluntários foi obtida pelo método de ΔΔCT, 
com cálculo da quantificação relativa (FC) entre os grupos de interesse (Idosos e 
Longevos) e o grupo de referência (Jovens). A quantificação relativa foi calculada 
pela fórmula FC = 2-ΔΔCT = 2-(ΔCT grupo de interesse – ΔCT grupo referência), tanto para Idosos 
quando para Longevos (grupos de interesse), em relação aos Jovens (grupo 
referência), e representa quantas vezes um miRNA é mais ou menos expresso em 
um grupo em relação ao outro. 
A análise estatística da expressão de miRNA foi realizada por meio do 
teste t ou Mann-Whitney, de acordo com distribuição dos dados verificada pelo teste 
de Shapiro-Wilk. A variável dependente considerada foi o nível de expressão de 
cada miRNA normalizados pelo RNU48 (2-ΔCT) e as variáveis independentes foram 
as comparações Idosos versus Jovens e Longevos versus Jovens. O nível de 
significância desta análise foi estabelecido em 0,025 devido à realização de duas 
comparações. 
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4.3 Investigação de polimorfismos genéticos e variantes raras e associação 
com o envelhecimento bem-sucedido 
4.3.1 Estudo de associação genética entre polimorfismos e longevidade 
Após a primeira noite de PSG, 5 mL de sangue de cada voluntário 
foram coletados em tubo com EDTA para extração de DNA, de acordo com o 
método descrito por Miller e colaboradores (Miller et al, 1988), correspondente à 
mesma metodologia apresentada na seção 4.2.10. Após a extração, as amostras de 
DNA foram quantificadas com o uso do equipamento NanoDrop 8000 (Thermo 
Scientific, EUA) e armazenadas para posterior genotipagem de polimorfismos. 
Além disso, indivíduos de diversas faixas etárias, inclusive uma 
proporção expressiva de indivíduos acima de 80 anos de idade, foram selecionados 
a fim de compor uma amostra expandida da amostra inicial (N=2095, com idades 
variando de 20 a 105 anos), necessária para o estudo de polimorfismos genéticos no 
que diz respeito ao poder estatístico necessário para se confirmar uma associação. 
Os indivíduos incluídos na amostra compreenderam: 1) participantes 
do projeto EPISONO (Santos-Silva et al, 2009) (aprovação no CEP da Universidade 
Federal de São Paulo nº 0593/06 – ANEXO 3); 2) participantes do projeto 
“Polimorfismos genéticos como fatores de risco para morbidades associadas ao 
envelhecimento em uma população de Cuiabá - Mato Grosso”, realizado pela 
Disciplina de Genética do Departamento de Morfologia e Genética da Universidade 
Federal de São Paulo, em colaboração com a Profa. Dra. Marília de Arruda Cardoso 
Smith (aprovação no CEP da Universidade Federal de São Paulo nº 1843/08 – 
ANEXO 4) e 3) indivíduos provenientes de projetos em andamento do Departamento 
de Medicina Preventiva (Projeto EPIDOSO II, com aprovação no CEP da 
Universidade Federal de São Paulo nº 0425/10 – ANEXO 5) em colaboração com o 
Prof. Dr. Luiz Roberto Ramos e do Departamento de Geriatria da UNIFESP 
(aprovação no CEP da Universidade Federal de São Paulo nº 0425/10 – ANEXO 5) 
em colaboração com a Profa. Dra. Maysa Seabra Cendoroglo. 
Para todos estes indivíduos, 5 mL de sangue foram coletados em tubo 
com EDTA para extração de DNA pela mesma metodologia descrita acima e, após a 
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extração, as amostras de DNA foram quantificadas e armazenadas para posterior 
genotipagem. 
A seleção de polimorfismos para genotipagem nos indivíduos do 
estudo e na amostra expandida da população foi baseada nos seguintes critérios: 1) 
polimorfismos localizados nos genes (ou em suas regiões promotoras) encontrados 
como diferencialmente expressos neste estudo, cuja expressão apresentou 
evidências de regulação pelos mecanismos analisados (metilação do DNA e/ ou 
expressão de miRNA); 2) polimorfismos que já foram caracterizados em outras 
amostras em estudos de associação que já foram publicados na literatura. 
Assim, os polimorfismos genotipados na amostra expandida da 
população estão representados na Tabela 4, juntamente com sua localização e o 
racional para sua escolha. 
Tabela 4: Polimorfismos de base única (SNPs) genotipados na amostra expandida de indivíduos de 
diversas faixas etárias, sua localização e o racional para sua escolha. 
Gene 
ID 
dbSNP135 
Localização Racional para escolha 
SIRT2 
rs10405150 Região 3' não traduzida Interesse no gene pela possível regulação 
da expressão por miRNA e metilação do 
DNA; relatos na literatura de estudos de 
associação genética com diversos fenótipos 
(Bakke et al, 2011; Polito et al, 2012; Haketa 
et al, 2013) 
rs10410544 Íntron 
rs11879010 Íntron 
rs11879029 Região 3' não traduzida 
rs2015 Região 3' não traduzida 
rs4802998 Íntron 
CCL5 rs3817655 Íntron 
Interesse no gene pela possível regulação 
por metilação do DNA; relatos na literatura 
de estudos de associação genética com 
diversos fenótipos (Herder et al, 2011; Kidd 
et al, 2012) 
ID dbSNP135: número identificador do banco de dados dbSNP, versão 135; miRNA: microRNA. 
A genotipagem destes polimorfismos foi realizada pela empresa LGC 
Genomics (Reino Unido), por meio de uma modificação da técnica de PCR alelo 
específico, conhecida por KASPTM (Kompetitive Allele Specifc PCR), desenvolvida 
pela KBioscience (LGC Genomics, Reino Unido). O ensaio permite a amplificação e 
detecção simultânea de polimorfismos no DNA com a utilização de um primer 
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reverse comum em cada tubo de reação e dois primers contendo em sua 
extremidade 5’ uma sequência complementar a sondas marcadas com dois 
diferentes fluoróforos, cada um específico para um dos alelos correspondentes. O 
sinal de fluorescência alelo específico emitido durante o andamento da reação é 
então captado por um leitor de fluorescência utilizado para a formação de clusters e 
posterior identificação dos genótipos. A Figura 9 exemplifica os passos da 
metodologia utilizada para genotipagem. 
Após a genotipagem, as frequências dos genótipos e alelos foram 
calculadas para cada polimorfismo e o teste do qui-quadrado foi realizado para 
verificar a existência de desvios do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) na amostra 
como um todo e separadamente por faixas etárias (até 29 anos, 30 a 39 anos, 40 a 
49 anos, 50 a 59 anos, 60 a 69 anos, 70 a 79 anos, 80 a 89 anos e acima de 90 
anos). 
Na tentativa de verificar a associação entre estes polimorfismos e o 
fenótipo da longevidade, a frequência de cada variante foi comparada entre 
indivíduos acima e abaixo de 80 anos e, em uma segunda análise, entre indivíduos 
acima e abaixo de 90 anos por meio do teste do qui-quadrado. Para cada uma das 
variantes que apresentaram diferenças significativas, um modelo de regressão 
logística foi realizado para estimar a razão de chances (odds ratio – OR) de 
pertencer ao grupo de indivíduos acima de 80 ou 90 anos de acordo com o genótipo, 
corrigido pelo sexo do participante. O nível de significância adotado para estas 
análises foi de 0,05. 
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Figura 9: Metodologia KASP
TM
 (Kompetitive Allele Specifc PCR), desenvolvida pela KBioscience 
(LGC Genomics, Reino Unido) usada para a genotipagem dos polimorfismos estudados. A Figura 
exemplifica a amplificação e a detecção de um dos alelos (Alelo 1) de um determinado polimorfismo 
estudado. PCR: reação em cadeia da polimerase. 
4.3.2 Sequenciamento completo do genoma do indivíduo mais idoso da 
amostra 
Com o intuito de identificar variantes raras associadas ao 
envelhecimento bem-sucedido, foi realizado o sequenciamento completo do 
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indivíduo mais idoso do grupo dos Longevos (105 anos de idade). O 
sequenciamento completo do genoma permite a identificação de diversas formas de 
variações genéticas que podem explicar grande parte da contribuição genética no 
fenótipo da longevidade. O voluntário mais idoso do grupo dos Longevos recebeu 
informações detalhadas por escrito sobre a natureza e os objetivos desta etapa do 
estudo e assinou um termo de consentimento livre e esclarecido. Esta etapa do 
projeto foi aprovada pelo CEP da Universidade Federal de São Paulo (nº 0425/10 – 
ANEXO 5). 
O sequenciamento foi realizado utilizando-se a plataforma HiSeqTM 
2000 (Illumina, EUA), em colaboração com o Dr. Hakon Hakonarson e as análises 
foram supervisionadas pelo Dr. Lifeng Tian no Center for Applied Genomics, The 
Children’s Hospital of Philadelphia na Filadélfia, EUA, durante estágio de pesquisa 
do exterior. Esta metodologia baseia-se na formação de clusters de fragmentos a 
serem sequenciados, o que permite maior velocidade na síntese e detecção das 
sequências, tornando possível o sequenciamento completo do genoma em poucos 
dias e com baixo custo relativo. 
A amostra de DNA do indivíduo mais idoso da amostra foi preparada 
para o sequenciamento completo de acordo com as instruções contidas no TruSeq 
DNA SamplePrep v2 Guide (Illumina, EUA). Inicialmente, 1 µg de DNA foi 
fragmentado mecanicamente com o uso do sonicador Covaris (Covaris, EUA) por 40 
segundos, gerando fragmentos de aproximadamente 300 a 400 pares de base com 
extremidades irregulares. Em seguida, esse DNA foi submetido à reação enzimática 
para reparo das extremidades irregulares em extremidades cegas por meio da 
remoção da extremidade 3’ e polimerização da extremidade 5’. Para prevenir a 
ligação entre os diferentes fragmentos durante a etapa de ligação dos adaptadores, 
uma adenina foi adicionada à extremidade 3’ de cada fragmento por adenilação. Em 
seguida, adaptadores ancorados pela adenina presente nos fragmentos de DNA 
foram adicionados para permitir a hibridação na célula de fluxo do sequenciador. 
Com a finalidade de enriquecer os fragmentos que foram ligados aos adaptadores 
em ambas as extremidades com sucesso, foi realizada uma amplificação por PCR 
com primers específicos que se anelaram aos adaptadores ligados ao DNA de 
acordo com as seguintes condições: 98ºC por 30 segundos, 10 ciclos de 98ºC por 
10 segundos, 60ºC por 30 segundos e 72ºC por 30 segundos, seguidos de 72ºC por 
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5 minutos. A quantidade reduzida de ciclos comparada a uma amplificação por PCR 
convencional foi realizada como forma de evitar que a quantidade resultante de 
sequências não perdesse a representação original na amostra. Após a PCR e sua 
purificação, a biblioteca formada por fragmentos da amostra e adaptadores foi 
quantificada e preparada para o sequenciamento na célula de fluxo do equipamento 
Illumina HiSeqTM 2000 (Illumina, EUA). 
Em resumo, os fragmentos de DNA contidos na biblioteca foram 
fixados na superfície da célula de fluxo por meio da hibridação dos adaptadores e 
em seguida submetidos à amplificação em fase sólida, por meio da chamada PCR 
em ponte (bridge PCR), em que até mil cópias idênticas da sequência de cada 
fragmento foram geradas e se mantiveram fixadas em posições específicas na célula 
de fluxo, formando clusters de sequências. A tecnologia utilizada baseia-se no 
sequenciamento por síntese, que usa quatro nucleotídeos marcados com fluoróforos 
que são acrescentados à célula de fluxo e adicionados à cadeia de nucleotídeos 
presente em cada cluster de sequências. Cada marcação fluorescente serve como 
um finalizador da polimerização do DNA e assim, ao fim de cada ciclo, o 
equipamento detecta a fluorescência emitida na posição específica de cada cluster 
de sequências na célula de fluxo e em seguida, por clivagem enzimática, o fluoróforo 
é eliminado permitindo a adição de um novo nucleotídeo marcado no próximo ciclo. 
Após diversos ciclos, cada cluster de sequência é representado por uma sequência 
curta (100 pares de base) de nucleotídeos, que corresponde a cada fragmento de 
DNA contido na biblioteca. A Figura 10 representa um resumo das etapas do 
sequenciamento descritas acima. 
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Figura 10: Representação esquemática das etapas do sequenciamento do genoma completo por 
meio do workflow do sequenciador de nova geração Illumina HiSeq
TM
 2000 (Illumina, EUA). PCR: 
reação em cadeia da polimerase. 
Os arquivos de imagem gerados contendo a sequência de cada 
fragmento foram processados por meio da análise primária padrão do fluxo de 
etapas do sequenciador, de forma a serem convertidos em sequência propriamente 
dita, com caracteres representando as bases nitrogenadas, juntamente com os 
escores de qualidade Phred em um arquivo de texto (qseq.txt). Este escore de 
qualidade é associado a cada base da sequência e representa a probabilidade da 
base ter sido nomeada erroneamente. Este arquivo foi então convertido para o 
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formato padrão fastq utilizando scripts em linguagem de programação PERL para 
uso nas análises posteriores. 
O sequenciamento de milhões de fragmentos em paralelo permite a 
redução do tempo e do custo para gerar sequências, mas exige algoritmos 
computacionais avançados para realizar o mapeamento de pequenos fragmentos no 
genoma referência. Em resumo, o arquivo fastq contendo a sequência de todos os 
fragmentos processados foi utilizado para realizar o alinhamento com a versão hg19 
do genoma humano de referência (GRCh37, Fevereiro de 2009) por meio do uso do 
algoritmo bwa (Burrows-Wheeler Alignment Tool) (Li e Durbin, 2009). Em seguida, 
os arquivos de alinhamento gerados (arquivos BAM) foram submetidos ao fluxo de 
processo do GATK (Genome Analysis Toolkit) para processamento, recalibração das 
sequências, remoção de sequências em duplicata e identificação das variantes 
(variant calling) com base no genoma de referência utilizado. 
Após a identificação das variantes, foram gerados dois arquivos no 
formato .VCF (variant call format), um com a lista de todos os SNPs e outro com a 
lista de todos os polimorfismos do tipo inserção-deleção. Em seguida, foi realizada a 
anotação de cada uma das variantes utilizando os softwares ANNOVAR (Wang et al, 
2010) e snpEff (Cingolani et al, 2012), que obtiveram informações como frequência 
das variantes no banco de dados do 1000 Genomes Project (The 1000 Genomes 
Project Consortium, 2010), localização gênica, trocas de aminoácidos resultantes, 
escores de predição para efeitos biológicos entre outros, que foram anotadas nos 
arquivos .VCF. 
Para o presente estudo, selecionados para análise somente os genes 
relacionados ao estresse oxidativo e defesa antioxidante investigados utilizando o 
Superarray – RT2 Profiler™ PCR Array System (SA Biosciences, EUA) foram, 
devido ao grande número de variantes encontradas no sequenciamento completo e 
ao objetivo deste projeto estar relacionado aos genes dessa função fisiológica. 
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5.1 Estudo da prevalência e dos fatores associados a queixas de sono em 
populações de idosos acima de 65 anos em países em desenvolvimento 
Os resultados apresentados nesta seção já foram publicados em um 
artigo no periódico Sleep Medicine sob o título “Prevalence and correlates for sleep 
complaints in older adults in low and middle income countries: a 10/66 Dementia 
Research Group study.”, de autoria de Mazzotti DR, Guindalini C, Sosa AL, Ferri CP, 
Tufik S, no ano de 2012 (ANEXO 6). 
A prevalência de queixas gerais de sono dos idosos residentes nos 8 
países estudados (Cuba, Porto Rico, República Dominicana, México, Peru, 
Venezuela, China e Índia) foi calculada separadamente para cada país e está 
representada na Tabela 5, analisada por faixas etárias (65 a 69 anos, 70 a 74 anos, 
75 a 79 anos e 80 anos ou mais) e sexo (masculino e feminino). Tanto a estimativa 
geral bruta da prevalência quanto a estimativa ajustada por faixa etária, sexo, 
conglomerado residencial e local de residência (urbano ou rural) também estão 
representadas na Tabela 5. 
Dentre os países estudados, a Índia e a China foram os que 
apresentaram maior (37,7%) e menor (9,1%) prevalência de queixas de sono, 
respectivamente. De forma geral, essa prevalência foi maior em mulheres do que em 
homens, sendo possível observar também uma tendência ao aumento da 
prevalência em idades mais avançadas. 
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Tabela 5: Prevalência de queixas gerais de sono separadas por faixa etária e sexo na população estudada pelo 10/66 Dementia Research Group. As prevalências 
brutas e ajustadas das queixas gerais de sono também são apresentadas para cada país juntamente com as estimativas robustas dos intervalos de confiança de 95%. 
País Sexo 
Faixa etária   
Prevalência bruta 
  
Prevalência 
ajustada
a
 65-69 anos 
 
70-74 anos 
 
75-79 anos 
 
80 anos ou mais   
Cuba 
Feminino 0,429 (0,38-0,47) 
 
0,346 (0,30-0,39) 
 
0,395 (0,35-0,44) 
 
0,360 (0,32-0,40)   
0,331 (0,31-0,35) 
  
0,262 (0,25-0,28) 
Masculino 0,198 (0,15-0,25) 
 
0,199 (0,15-0,24) 
 
0,295 (0,23-0,35) 
 
0,288 (0,23-0,35) 
  
                     
Porto Rico 
Feminino 0,294 (0,24-0,35)  0,236 (0,19-0,28)  0,292 (0,24-0,34)  0,212 (0,17-0,25)  
0,222 (0,20-0,24) 
 
0,178 (0,16-0,19) 
Masculino 0,224 (0,14-0,30)  0,171 (0,11-0,23)  0,146 (0,09-0,20)  0,101 (0,06-0,14)   
                     
República 
Dominicana 
Feminino 0,412 (0,36-0,46) 
 
0,430 (0,38-0,48) 
 
0,439 (0,38-0,50) 
 
0,473 (0,42-0,52) 
 
0,392 (0,37-0,41) 
 
0,305 (0,29-0,32) 
Masculino 0,257 (0,19-0,32) 
 
0,297 (0,23-0,36) 
 
0,295 (0,22-0,37) 
 
0,347 (0,27-0,42) 
  
                     
Peru 
Feminino 0,230 (0,19-0,27) 
 
0,318 (0,26-0,37) 
 
0,275 (0,22-0,33) 
 
0,259 (0,20-0,31) 
 
0,219 (0,20-0,24) 
 
0,232 (0,21-0,25) 
Masculino 0,132 (0,08-0,18) 
 
0,112 (0,07-0,16) 
 
0,179 (0,12-0,24) 
 
0,153 (0,10-0,20) 
  
                     
Venezuela 
Feminino 0,384 (0,34-0,43) 
 
0,444 (0,39-0,50) 
 
0,400 (0,33-0,47) 
 
0,464 (0,40-0,53) 
 
0,359 (0,34-0,38) 
 
0,292 (0,27-0,31) 
Masculino 0,224 (0,18-0,27) 
 
0,318 (0,25-0,39) 
 
0,210 (0,14-0,28) 
 
0,345 (0,24-0,45) 
  
                     
México 
Feminino 0,285 (0,24-0,33) 
 
0,320 (0,27-0,37) 
 
0,338 (0,28-0,40) 
 
0,342 (0,28-0,40) 
 
0,278 (0,26-0,30) 
 
0,287 (0,26-0,31) 
Masculino 0,185 (0,13-0,25) 
 
0,208 (0,15-0,26) 
 
0,223 (0,16-0,29) 
 
0,210 (0,15-0,27) 
  
                     
China 
Feminino 0,074 (0,05-0,10) 
 
0,067 (0,04-0,09) 
 
0,040 (0,02-0,06) 
 
0,117 (0,07-0,16) 
 
0,061 (0,05-0,07) 
 
0,091 (0,08-0,11) 
Masculino 0,037 (0,02-0,06) 
 
0,038 (0,02-0,06) 
 
0,054 (0,02-0,09) 
 
0,091 (0,04-0,14) 
  
                     
Índia 
Feminino 0,348 (0,30-0,39) 
 
0,396 (0,35-0,45) 
 
0,487 (0,41-0,57) 
 
0,447 (0,36-0,54) 
 
0,376 (0,35-0,40) 
 
0,377 (0,35-0,40) 
Masculino 0,344 (0,29-0,40) 
 
0,316 (0,26-0,37) 
 
0,370 (0,29-0,45) 
 
0,413 (0,33-0,50) 
  a
:Ajustado por sexo, faixa etária, conglomerado residencial e local de residência (urbano ou rural); 
Intervalos de confiança de 95% estão representados entre parênteses. 
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Em relação aos fatores de risco associados a queixas de sono, três 
modelos de regressão de Poisson foram utilizados. O grande número de variáveis e 
de países estudados inviabilizou a apresentação dos fatores associados a queixas 
de sono individualmente. As tabelas referentes aos resultados destas associações 
estão presentes na íntegra, na seção de materiais suplementares no site do 
periódico Sleep Medicine, disponível em 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1389945712001086. Os resultados 
a seguir foram os principais achados das comparações individuais. 
Quando somente o Modelo 1 (variáveis sociodemográficas) foi 
investigado, observou-se, de forma geral, que pertencer ao sexo masculino e 
apresentar residência rural estavam fortemente associados à ausência de queixas 
de sono com PRs variando de 0,610 (IC 95%=0,42-0,89) a 0,711 (IC 95%= 0,61-
0,82) para sexo e de 0,124 (IC 95%=0,06-0,25) a 0,738 (IC 95%=0,62-0,88) para 
local de residência. 
Quando as variáveis relacionadas aos hábitos de vida foram incluídas 
na análise, caracterizando o Modelo 2, indivíduos que se consideravam pouco ou 
nada fisicamente ativos apresentavam maior risco para a presença de queixas de 
sono do que aqueles considerados muito ativos, com PRs variando de 1,313 (IC 
95%= 1,15-1,51) a 3,865 (IC 95%= 1,87-7,99), dependendo do país estudado. Além 
disso, as associações encontradas entre sexo e entre local de residência e queixas 
de sono continuaram significantes e permaneceram na mesma direção daquelas 
calculadas para o Modelo 1. 
As variáveis relacionadas à saúde dos indivíduos também foram 
investigadas em associação com as variáveis dos Modelos 1 e 2, caracterizando 
assim o Modelo 3. A variável que se apresentou como o fator de risco mais 
importante para a presença de queixas de sono foi o número de comorbidades. 
Indivíduos que apresentaram pelo menos uma comorbidade apresentaram maior 
risco para presença de queixas de sono, com PRs variando de 1,307 (IC 95%= 1,15-
1,48) para uma comorbidade em Cuba, até 5,439 (IC 95%= 3,11-9,51) para quatro 
comorbidades no México. Indivíduos que relataram pior qualidade de saúde, piores 
valores na escala de dor, que foram diagnosticados com depressão maior e que 
apresentavam maior número de fatores de risco cardiovasculares também 
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apresentavam maior risco para a presença de queixas de sono. É importante 
ressaltar que, como o Modelo 3 incluiu todas as variáveis independentes de 
interesse para o estudo (sociodemográficas, hábitos de vida e relacionadas à 
saúde), os resultados apresentados já estão ajustados para a presença de todas as 
variáveis do estudo. 
Indivíduos que apresentaram demência também apresentaram menor 
risco para a presença de queixas de sono, com PRs variando de 0,264 (IC 95%= 
0,10-0,67) na China até 0,716 (IC 95%= 0,54-0,94) no México. Considerando que o 
resultado desta associação foi o contrário do que se esperava, um modelo de 
regressão backward stepwise foi realizado, excluindo-se passo a passo cada uma 
das variáveis relacionadas à saúde, pertencentes ao Modelo 3. Quando o número de 
comorbidades foi removido do modelo, a associação entre demência e queixas de 
sono deixou de ser significativa para a maioria dos países estudados e, na Índia, a 
associação inverteu sua direção, sendo que a demência passou a estar associada à 
presença de queixas de sono (PR=1,247; IC 95%=1,06-1,46). Assim, sugere-se que 
a associação intuitiva entre demência e queixas de sono possa ser moderada pelo 
número de comorbidades nas populações estudadas. 
Com a finalidade de resumir o efeito das variáveis do Modelo 3 sobre o 
risco para a presença de queixas de sono em todas as populações estudadas, foram 
realizadas meta-análises de efeito fixo usando as PRs e seus respectivos IC 95% 
para cada variável. A Tabela 6 mostra o resumo dos resultados destas meta-
análises, representando as variáveis que permaneceram significativamente 
associadas com a presença de queixas de sono. 
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Tabela 6: Resumo dos resultados significantes das meta-análises realizadas para verificar a 
associação entre a presença de queixas de sono e as variáveis sociodemográficas, relacionadas aos 
hábitos de vida e à saúde dos indivíduos entre todos os países estudados. 
Variável 
Estimativa combinada 
da PR 
IC 95% 
I
2
 
Inferior Superior 
Sexo (Masculino) 0,770 0,724 0,819 67,9% 
Local de residência (Rural) 0,686 0,620 0,758 88,6% 
Nível educacional (Maior) 0,944 0,920 0,968 53,0% 
Nível de atividade física (Menos ativo) 1,057 1,027 1,088 56,8% 
Demência (Presença) 0,653 0,593 0,719 19,4% 
Escore na escala de dor (Maior) 1,120 1,101 1,140 90,5% 
Saúde autodeclarada (Pior) 1,220 1,182 1,258 75,2% 
Déficit de memória (Presença) 1,135 1,055 1,220 38,3% 
Depressão Maior (Presença) 1,269 1,180 1,364 75,7% 
Déficit Cognitivo Leve (Presença) 1,371 1,220 1,540 46,7% 
Número de comorbidades (Mais) 1,336 1,288 1,385 46,9% 
PR: Razão de Prevalência; IC: Intervalo de Confiança; I
2
: parâmetro de heterogeneidade de Higgins; 
As razões de prevalência referem-se à categoria indicada entre parênteses. 
Dessa forma, todas as variáveis apresentadas na Tabela 6 foram 
associadas a queixas de sono de uma maneira combinada, para todas as 
populações estudadas. Sexo masculino, residência rural, maior nível educacional e 
demência foram associados a uma redução no risco de apresentar queixas de sono, 
enquanto menor atividade física, maior escore na escalada de dor, pior saúde 
autodeclarada, presença de déficit de memória, depressão maior e déficit cognitivo 
leve, além de presença de maior número de comorbidades foram associados a um 
aumento deste risco. 
O fator de risco mais importante para queixas de sono, identificado 
tanto na análise individual quanto no resultado da meta-análise, foi o número de 
comorbidades. A presença de cada comorbidade aumentou em 34% o risco para 
queixas de sono. Além disso, a presença de déficit cognitivo leve aumentou em 37% 
o risco para presença de queixas de sono. Os resultados da meta-análise referentes 
à presença de demência também corroboraram os resultados da análise individual 
dos países com uma redução no risco para presença de queixas de sono (PR 
combinado = 0,653; IC95%=0,593-0,719), apresentando também um baixo nível 
relativo de heterogeneidade (I2=19,4%). 
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5.2 Avaliação do padrão de sono, do perfil bioquímico, hormonal e oxidativo, 
da expressão gênica e de sua regulação entre indivíduos Jovens, Idosos 
e Longevos 
Os resultados referentes à analise do padrão de sono por meio da PSG 
e actigrafia, além dos resultados do perfil bioquímico estão representados no artigo 
intitulado “Regular Sleep Patterns, Maintenance of Slow Wave Sleep and Favorable 
Lipid Profile Are Associated with Longevity in Humans” de autoria de Mazzotti DR, 
Guindalini C, Moraes WAS, Andersen ML, Cendoroglo MS, Ramos LR, Tufik S, em 
fase de submissão para a revista Aging Cell (ANEXO 7). O artigo referente aos 
resultados dos aspectos genéticos do envelhecimento bem-sucedido, incluindo os 
resultados da análise de expressão gênica e de sua regulação está em preparação e 
será submetido para publicação em breve. 
5.2.1 Caracterização da amostra 
Para a caracterização do padrão de sono, do perfil bioquímico e 
hormonal, da expressão gênica e de sua regulação no envelhecimento bem-
sucedido, indivíduos de três faixas etárias distintas foram convidados a participar do 
estudo. As médias de idade em anos (± desvio padrão) para os Jovens, Idosos e 
Longevos foram 24,33±2,19, 65,54±3,05 e 91,9±6,06, respectivamente 
(F(2,35)=999,95; p<0,001). Além disso, a média (± desvio padrão) dos índices de 
massa corpórea nos Jovens, Idosos e Longevos foram 24,04±2,74, 25,87±3,56 e 
24,96±3,55, respectivamente, e não diferiram entre os três grupos (F(2,35)=1,10; 
p=0,343). 
Em relação à presença de doenças crônicas controladas, 6 indivíduos 
Idosos e 5 Longevos apresentaram pelo menos uma condição dentre diabetes tipo 
2, dislipidemia ou hipertensão, mas faziam uso de medicamentos na época de 
realização do estudo. A frequência de indivíduos que apresentaram doença crônica 
controlada entre Idosos e Longevos não apresentou diferenças significativas 
(Χ2=0,03; p=0,855). 
Os resultados das próximas seções estão apresentados como média ± 
desvio padrão, exceto quando indicado de outra forma. 
65 
 
 
6
5
 
5.2.2 Avaliação da qualidade e padrão de sono por meio de questionários 
Para avaliar a qualidade de sono subjetiva e o efeito do 
envelhecimento bem-sucedido sobre estes parâmetros, foram aplicados diversos 
questionários validados, cujos resultados foram comparados entre os três grupos 
estudados. A Tabela 7 apresenta os resultados referentes aos questionários de 
qualidade e de padrão de sono. 
Tabela 7: Resultados dos questionários aplicados para avaliação da qualidade e padrão de sono 
entre indivíduos Jovens, Idosos e Longevos. 
Questionário 
Jovens   Idosos   Longevos 
p
a
 
N Média DP   N Média DP   N Média DP 
PSQI 14 5,2 2,1 
 
13 4,1 1,7 
 
10 7,0 4,6 0,116 
IGI 15 4,3 3,3 
 
13 2,4 1,9 
 
10 5,6 5,0 0,086 
HO 15 42,2 9,7 
 
11 67,9 12,8 
 
5 66,8 9,0 <0,001 
ESS 15 8,3 4,6 
 
12 6,3 3,8 
 
9 8,8 4,1 0,335 
N: número de indivíduos; DP: desvio padrão; PSQI: Escala de Pittsburgh para Avaliação da Qualidade de Sono; 
IGI: Índice de Gravidade de Insônia; HO: Questionário de Horne e Ostberg de Matutinidade e Vespertinidade; 
ESS: Escala de Sonolência de Epworth; 
a
: Análise de variância (HO e ESS) ou Kruskal-Wallis (PSQI e IGI). 
Somente os resultados do questionário de Horne e Ostberg de 
Matutinidade e Vespertinidade apresentaram diferenças significativas entre os três 
grupos estudados (F(2,28)=21,44; p<0,001), de forma que tanto os Idosos (p<0,001) 
quanto os Longevos (p<0,001) apresentaram maiores escores deste questionário do 
que os Jovens. Estes resultados mostram que os Idosos e Longevos possuíram 
maior preferência matutina quando comparados aos Jovens, uma vez que maior 
escore no questionário de Horne e Ostberg indica maior preferência à matutinidade. 
Não foram encontradas diferenças significativas nos resultados dos outros 
questionários sobre a qualidade e padrão de sono entre os três grupos estudados 
(p>0,05). 
Os indivíduos Idosos e Longevos também responderam alguns 
questionários específicos para a população idosa como o Índice de Atividades 
Básicas da Vida Diária de Katz (IABVD), o Miniexame do Estado Mental (MEEM) e a 
Escala de Depressão Geriátrica (GDS). Foram encontradas diferenças significativas 
entre Idosos e Longevos em relação ao IABVD, com maiores valores deste índice 
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em indivíduos Longevos (0,5±1,0; Teste de Mann-Whitney U=45,4; p=0,039). Para o 
IABVD, três indivíduos Longevos apresentaram-se dependentes em pelo menos 
uma atividade básica da vida diária e apenas um apresentou dependência em três 
atividades. Não houve comprometimento de nenhuma atividade básica da vida diária 
nos Idosos.  
Além disso, Longevos apresentaram menores valores na escala do 
MEEM (22,8±5,6) e maiores valores na GDS (2,8±2,1) quando comparados aos 
Idosos (28,2±1,1; Teste de Mann-Whitney U=9,5; p<0,001 e 0,9±1,4; Teste de Mann-
Whitney U=23,0; p=0,037, respectivamente). Estes resultados indicaram um leve 
comprometimento cognitivo, físico e comportamental presente em indivíduos com 
idades mais avançadas que deve ser considerado no estudo do padrão de sono 
desta população. No entanto, é importante ressaltar que embora os índices da GDS, 
assim como no IABVD tenham sido maiores, ainda assim se apresentaram, em 
média, dentro da normalidade para esta população. 
5.2.3 Avaliação da estrutura do sono por meio de polissonografia 
Quinze indivíduos do grupo Jovens, 13 indivíduos do grupo Idosos e 10 
indivíduos do grupo Longevos completaram o protocolo do estudo e obtiveram 
registros polissonográficos completos. Os indivíduos dos grupos Jovens e Idosos 
realizaram duas noites não consecutivas de PSG enquanto os Longevos realizaram 
apenas uma. Com a finalidade de verificar se houve efeito da primeira noite, o teste 
de Wilcoxon foi aplicado nestes grupos para observar se houve algum parâmetro de 
sono que diferiu entre as duas noites estudadas. 
Dentre as variáveis estudadas, somente a latência para o sono REM foi 
significativamente maior na primeira noite dos Idosos (100,8±49,0 minutos) em 
relação à segunda noite de registro (73,8±41,2 minutos. Teste de Wilcoxon Z= -2,06; 
p=0,039). Não foram encontradas diferenças significativas para os outros 
parâmetros de sono em Jovens ou Idosos (p>0,05). A correlação de cada parâmetro 
de sono entre a primeira e a segunda noite também foi verificada e observou-se uma 
alta correlação positiva para todos os parâmetros estudados (inclusive a latência de 
sono REM), com coeficientes de correlação variando de 0,54 a 0,92 (Tabela 
Suplementar 2 do artigo apresentado no ANEXO 7). 
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Dessa forma, não houve um efeito importante da primeira noite sobre 
os parâmetros polissonográficos nos Jovens e nos Idosos. No entanto, para evitar 
que a comparação dos resultados destes dois grupos com os parâmetros 
mensurados no grupo dos Longevos fosse potencialmente enviesada, somente a 
primeira noite de PSG foi considerada na comparação dos três grupos, conforme 
resultados descritos a seguir. A Tabela 8 representa os dados descritivos dos 
parâmetros de sono mensurados e os resultados das comparações entre os três 
grupos de estudo. 
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Tabela 8: Descrição e comparação dos dados referentes aos parâmetros de sono mensurados pela polissonografia entre os três grupos estudados. 
Parâmetro da polissonografia 
Jovens (N=15) 
 
Idosos (N=13) 
 
Longevos (N=10) 
p
a
 
Média DP 
 
Média DP 
 
Média DP 
Tempo total de sono (min) 383,0 29,5 343,8 55,9 198,6 90,5 <0,001 
Eficiência de sono (%) 89,4 6,0  77,4 12,7  45,7 19,4 <0,001 
Latência de sono (min) 20,4 23,5 
 
13,5 11,4 
 
41,4 43,9 0,135 
Latência de sono REM (min)
b
 96,5 28,3 
 
100,8 49,0 
 
182,0 102,3 0,027 
Estágio N1 (%) 7,6 2,6  16,7 7,3  27,5 20,1 <0,001 
Estágio N2 (%) 47,3 7,6  42,7 7,9  43,5 9,2 0,287 
Estágio N3 (%) 25,7 5,6 
 
20,6 6,6 
 
19,1 17,5 0,243 
Estágio REM (%) 19,5 4,2 
 
20,0 5,7 
 
9,9 8,8 0,011 
Minutos em vigília 29,5 15,0 
 
88,5 56,7 
 
172,5 66,1 <0,001 
Índice de despertares/h 8,8 2,8 
 
23,8 11,2 
 
31,6 26,1 <0,001 
Índice de movimentos periódicos de pernas/h 0,1 0,3 
 
12,8 23,5 
 
14,6 14,2 0,002 
Índice de apneia-hipopneia 1,7 3,1 
 
16,7 17,2 
 
30,3 29,0 <0,001 
SO2 basal (%) 97,0 0,9 
 
94,4 1,7 
 
95,0 2,8 0,001 
SO2 média (%) 96,3 1,0 
 
94,1 1,8 
 
94,2 2,8 0,013 
SO2 mínima (%) 92,8 1,9 
 
87,0 5,6 
 
88,0 6,0 0,008 
N: número de indivíduos; DP: desvio padrão; SO2: saturação da oxiemoglobina; min: minutos; h: hora; 
a
: Análise de variância (Estágio N2 e Estágio N3) ou Kruskal-Wallis (demais variáveis); 
b
: Dois indivíduos do grupo Longevos não apresentaram sono REM, portanto sua latência de sono foi considerada ausente (N=8) a suas porcentagens de 
Estágio REM foram consideradas zero. 
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As variáveis que apresentaram diferenças significativas entre os três 
grupos estudados foram tempo total de sono (F(2,35)=21,52; p<0,001), eficiência de 
sono (F(2,35)=23,38; p<0,001), latência de sono REM (F(2,33)=7,23; p=0,027), 
porcentagem de estágio N1 (F(2,35)=18,89; p<0,001), e de estágio REM (F(2,35)=9,09; 
p=0,011), minutos em vigília (F(2,35)=23,17; p<0,001), índice de despertares por hora 
(F(2,35)=17,86; p<0,001), índice de movimentos periódicos de pernas (F(2,35)=12,80; 
p=0,002), IAH (F(2,35)=20,08; p<0,001) e saturação basal (F(2,35)=13,31; p=0,001), 
média (F(2,35)=8,73; p=0,013) e mínima (F(2,35)=9,74; p=0,008) da oxiemoblogina 
(Tabela 8). 
Os testes post hoc de Bonferroni indicaram que Longevos 
apresentaram menor tempo total de sono e eficiência do sono que Idosos (p=0,001) 
e Jovens (p<0,001); maior latência de REM que Idosos (p=0,006) e Jovens 
(p=0,043); maior porcentagem de estágio N1 que Jovens (p=0,002); menor 
porcentagem de estágio REM que Idosos (p=0,011) e Jovens (p=0,007); mais 
minutos em vigília que Idosos (p=0,008) e Jovens (p<0,001); mais despertares por 
hora que Jovens (p=0,002); maior índice de movimentos periódicos de pernas que 
Jovens (p=0,001); maior IAH que Jovens (p<0,001) e menor saturação basal 
(p=0,040) e mínima (p=0,011) da oxiemoglobina que Jovens (p=0,010). Além disso, 
em relação aos Jovens, os Idosos apresentaram menor tempo total de sono 
(p=0,048) e eficiência de sono (p=0,008), maior porcentagem de estágio N1 
(p<0,001), mais minutos em vigília (p=0,001), maior IAH (p<0,001), maior índice de 
movimentos periódicos de pernas (p=0,002) e menor saturação basal (p<0,001), 
média (p=0,002) e mínima (p=0,007) da oxiemoglobina (Tabela 8). 
Além dos parâmetros referentes à macroestrutura do sono, o padrão 
espectral do EEG do sono também foi caracterizado por meio da análise espectral. 
Treze indivíduos do grupo Jovens, 12 indivíduos do grupo Idosos e 10 indivíduos do 
grupo Longevos apresentaram dados válidos do sinal bruto das derivações O2-M1, 
C4-M1 e F4-M1 e foram utilizados nesta análise. As Figuras 11, 12 e 13 apresentam 
as comparações da potência espectral de cada faixa de frequência estudada para 
cada estágio do sono separadamente, entre os três grupos, nas derivações O2-M1, 
C4-M1 e F4-M1, respectivamente. 
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Figura 11: Resultados da análise espectral do eletroencefalograma do sono registrado pela derivação 
O2-M1 para os estágios N1, N2, N3 e REM. As faixas de frequência foram definidas da seguinte 
maneira: delta (<4 Hz), teta (4–7,9 Hz), alfa 1 (8–9,9 Hz), alfa 2 (10–12,9 Hz), beta 1 (13–17,9 Hz), 
beta 2 (18–29,9 Hz) e gama (≥30 Hz). *p<0,05 em relação aos Jovens; 
#
p<0,05 em relação aos 
Idosos. Análise de variância com post hoc de Bonferroni com o escore Z da potência espectral. As 
barras de erro representam o erro padrão da média. 
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Figura 12: Resultados da análise espectral do eletroencefalograma do sono registrado pela derivação 
C4-M1 para os estágios N1, N2, N3 e REM. As faixas de frequência foram definidas da seguinte 
maneira: delta (<4 Hz), teta (4–7,9 Hz), alfa 1 (8–9,9 Hz), alfa 2 (10–12,9 Hz), beta 1 (13–17,9 Hz), 
beta 2 (18–29,9 Hz) e gama (≥30 Hz). *p<0,05 em relação aos Jovens; 
#
p<0,05 em relação aos 
Idosos. Análise de variância com post hoc de Bonferroni com o escore Z da potência espectral. As 
barras de erro representam o erro padrão da média. 
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Figura 13: Resultados da análise espectral do eletroencefalograma do sono registrado pela derivação 
F4-M1 para os estágios N1, N2, N3 e REM. As faixas de frequência foram definidas da seguinte 
maneira: delta (<4 Hz), teta (4–7,9 Hz), alfa 1 (8–9,9 Hz), alfa 2 (10–12,9 Hz), beta 1 (13–17,9 Hz), 
beta 2 (18–29,9 Hz) e gama (≥30 Hz). *p<0,05 em relação aos Jovens; 
#
p<0,05 em relação aos 
Idosos. Análise de variância com post-hoc de Bonferroni com o escore Z da potência espectral. As 
barras de erro representam o erro padrão da média. 
Na derivação occipital (O2-M1), foi encontrada maior potência espectral 
de teta no estágio N1 nos Idosos (p=0,034) e Longevos (p=0,002) em relação aos 
Jovens, menor potência de delta no estágio N2 nos Idosos em relação aos Longevos 
(p=0,043), menor potência de alfa 2 no estágio N2 em Longevos em relação aos 
Jovens (p=0,019), maior potência de teta no estágio N3 nos Idosos em relação aos 
Jovens (p=0,003) e maior potência de alfa 2 (p=0,036) e beta 1 (p=0,004) no estágio 
REM nos Idosos em relação aos Jovens (Figura 11). 
Na derivação central (C4-M1), foi encontrada maior potência de teta no 
estágio N1 nos Longevos em relação aos Jovens (p=0,001) e Idosos (p=0,012), 
menor potência de beta 1 no estágio N2 nos Longevos em relação aos Idosos 
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(p=0,018), maior potência de teta (p=0,026) e beta 1 (p=0,013) no estágio N3 nos 
Idosos em relação aos Jovens, menor potência de beta 2 no estágio N3 nos 
Longevos em relação aos Idosos (p=0,042) e maior potência de alfa 2 no estágio 
REM nos Idosos em relação aos Jovens (p=0,022) e beta 1 no estágio REM nos 
Idosos em relação aos Jovens (p=0,006) e Longevos (p=0,027; Figura 12). 
Na derivação frontal (F4-M1), foi encontrada maior potência de teta no 
estágio N1 nos Longevos em relação aos Jovens (p=0,001) e Idosos (p=0,010), 
menor potência de delta no estágio N2 nos Idosos em relação aos Jovens (p=0,030), 
maior potência de teta no estágio N2 nos Longevos em relação aos Jovens 
(p=0,016), maior potência de alfa 1 no estágio N2 nos Idosos em relação aos Jovens 
(p=0,031), maior potência de teta (p=0,036), alfa 1 (p=0,029) e beta 1 (p=0,035) no 
estágio N3 nos Idosos em relação aos Jovens e menor frequência de beta 2 no 
estágio N3 nos Longevos em relação aos Idosos (p=0,029). Não foram encontradas 
diferenças significativas na potência espectral das bandas de frequência analisadas 
no sono REM quando a derivação frontal foi analisada (Figura 13). 
A Figura 14 representa a dinâmica temporal de mudanças no padrão 
espectral de delta e teta com a transição dos estágios do sono para as três 
derivações, nos três grupos estudados. 
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Figura 14: Análise espectral do eletroencefalograma do sono registrado pelas derivações O2-M1, C4-M1 e F4-M1 para os estágios N1, N2, N3 e REM. As 
faixas de frequência foram definidas da seguinte maneira: delta (<4 Hz) e teta (4–7,9 Hz). A Figura ilustra a mudança temporal no padrão espectral destas 
faixas de frequência com o aprofundamento do sono. *p<0,05 em relação aos Jovens; 
#
p<0,05 em relação aos Idosos; 
+
p<0,05 em relação aos Longevos. 
Análise de variância com post hoc de Bonferroni com o escore Z da potência espectral. As barras de erro representam o erro padrão da média. 
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Nota-se que, nos três grupos, ocorreu uma progressão constante e de 
certa forma linear com o aumento da potência de delta e redução da potência de teta 
com a passagem dos estágios N1, N2 e N3. De forma interessante, é possível 
observar que esta progressão apareceu de forma mais linear nos Longevos em 
relação aos outros grupos. A Figura 14 também ressalta as diferenças encontradas 
nos padrões espectrais destas faixas de frequência entre os grupos para cada 
estágio de sono separadamente. 
Um dos resultados mais interessantes foi a ausência de diferenças 
significativas na potência espectral de delta no estágio N3, um marcador fisiológico 
do sono de ondas lentas. Estes resultados, em conjunto com a ausência de 
diferenças significativas na porcentagem de estágio N3, sugerem que o sono de 
ondas lentas se mantenha constante, principalmente quando Idosos e Longevos são 
comparados. Além disso, foi possível identificar padrões espectrais específicos de 
algumas ondas rápidas do EEG (como alfa, beta e suas divisões) nos registros dos 
Longevos, que em muitos casos se assemelham aos padrões dos Jovens e são 
diferentes dos Idosos (Figuras 11, 12 e 13). 
Em resumo, foi possível caracterizar as alterações na macroestrutura 
do sono e na análise espectral do EEG do sono, específicas para o envelhecimento 
e a longevidade. 
5.2.4 Avaliação do padrão de atividade e repouso 
Dentre os voluntários que possuíam o registro de atividade e repouso, 
mensurado por actigrafia e por registro no diário de sono, 12 indivíduos do grupo 
Jovens, 7 do grupo Idosos e 7 do grupo Longevos apresentaram registros completos 
de 7 dias e foram incluídos na análise. 
A Figura 15 mostra registros representativos de cada um dos grupos 
estudados por meio do actograma, uma imagem gerada pelo software de análise 
que resume os resultados de todos os dias de uso do actígrafo pelo voluntário. É 
possível ressaltar visualmente as principais diferenças nos padrões de sono de 
Jovens, Idosos e Longevos. 
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Figura 15: Padrões de atividade e repouso mensurados por actigrafia em paralelo com uso do diário 
de sono de um indivíduo Jovem (A), Idoso (B) e Longevo (C), representativos de cada um dos grupos 
estudados. Cada linha representa um dia da semana, as barras verticais pretas mostram o nível de 
atividade em 1 minuto e a abcissa representa o horário do dia (início em 12h para permitir melhor 
visualização do período de repouso noturno). Azul: período que o indivíduo se destinou a dormir 
(delimitado pelo horário presente no diário de sono ou no registro do botão de eventos do actígrafo); 
Rosa: período em que o actígrafo foi retirado. 
De forma geral, nota-se que no actograma do indivíduo Jovem houve 
um elevado nível de atividade durante o dia e baixa atividade durante a noite 
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(período que o indivíduo se destinou a dormir). Também foi possível observar um 
padrão irregular de sono, com dias em que o indivíduo foi dormir e acordou mais 
cedo ou mais tarde (Figura 15 A). Por outro lado, o actograma do indivíduo Idoso 
apresentou um padrão diferente, com o aparecimento de cochilos durante a tarde 
(períodos curtos de repouso, associados ao relato de cochilo no diário de sono), 
porém de forma irregular, com horário de início, término e duração variáveis durante 
a semana do registro. Além disso, evidenciou-se maior nível de atividade após o 
início do sono, representado pelo aumento das barras pretas no período de sono 
noturno deste indivíduo (Figura 15 B). 
Foi possível observar mudanças substanciais em diversos parâmetros 
quando o padrão de atividade e repouso de um indivíduo Longevo foi analisado. 
Inicialmente, foi possível perceber uma redução do nível de atividade durante o dia, 
representada pela menor densidade de barras pretas no registro como um todo, em 
relação aos outros actogramas. Observou-se também a presença de cochilos 
durante a tarde, porém, diferentemente do indivíduo Idoso, com maior regularidade 
nos horários de início, término e na duração. Além disso, foi possível perceber a 
regularidade do sono noturno, evidenciada pelos mesmos horários de dormir e 
acordar, além do mesmo período destinado ao repouso durante a noite. Observou-
se também um aumento da atividade após o início do sono noturno em relação aos 
outros grupos e, de forma notável, até mesmo os picos de atividade noturna 
aconteceram com um determinado grau de regularidade, com maior densidade das 
barras pretas em horários específicos durante o período de repouso à noite (Figura 
15 C). 
É importante ressaltar que as imagens dos actogramas mostradas na 
Figura 15 são representativas de cada grupo, e que foram selecionados os 
indivíduos com padrões mais expressivos a fim de facilitar a visualização dos 
fenômenos. Com a finalidade de quantificar o padrão de atividade e repouso e 
confirmar a impressão obtida pela análise visual, diversos parâmetros mensurados 
pela actigrafia foram comparados entre Jovens, Idosos e Longevos. As variáveis 
analisadas foram a média ou coeficiente de variação (CV; uma medida de 
variabilidade definida pela razão entre o desvio padrão e a média) desses 
parâmetros no registro de 7 dias consecutivos de cada voluntário. A Tabela 9 mostra 
os resultados e a comparação destas variáveis entre os três grupos estudados. 
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Tabela 9: Dados descritivos e comparação dos resultados dos parâmetros de atividade e repouso 
obtidos com o actígrafo entre os três grupos estudados. 
Parâmetro da actigrafia 
Jovens (N=11)   Idosos (N=7)   Longevos (N=7) 
p
a
 
Média DP   Média DP   Média DP 
Média do horário de dormir (hh:mm) 1:06 AM 01:13 
 
12:14 AM 00:51 
 
9:57 PM 01:05 <0,001 
CV do horário de dormir (%) 6,4% 2,9% 
 
3,5% 1,2% 
 
3,0% 1,9% 0,015 
Média do horário de acordar (hh:mm) 8:52 AM 01:24 
 
7:36 AM 00:34 
 
6:55 AM 01:23 0,010 
CV do horário de acordar (%) 21,0% 8,2% 
 
13,4% 5,2% 
 
6,9% 4,3% 0,001 
Média do período de sono noturno (min) 467,3 84,7 
 
442,9 62,3 
 
538,4 59,0 0,054 
CV do período de sono noturno (%) 21,4% 6,9% 
 
14,6% 6,7% 
 
9,2% 5,3% 0,003 
Média da eficiência de sono (%) 96,9 1,8 
 
96,8 1,7 
 
89,7 4,3 0,001 
Média da latência de sono (min) 10,8 5,6 
 
9,6 5,0 
 
11,8 4,5 0,496 
Média da atividade após início do sono (min) 14,9 10,2 
 
14,0 6,5 
 
52,6 15,2 0,001 
N: número de indivíduos; DP: desvio padrão; CV: coeficiente de variação; hh:mm: horas e minutos; min: minutos; 
a
:Análise de variância (horário médio de dormir e despertar; CV do horário de despertar e do período de sono 
noturno) ou Kruskal-Wallis (demais variáveis). 
Dentre as variáveis analisadas, diferenças significativas foram 
encontradas entre Jovens, Idosos e Longevos em relação aos horários médios de 
dormir (F(2,22)=17,64; p<0,001) e despertar (F(2,22)=5,76; p=0,010), os CV do horário 
de dormir (Χ2=8,43; p=0,015) e despertar (F(2,22)=10,08; p=0,001), o CV do período 
de sono noturno (F(2,22)=7,95; p=0,003), além da média da eficiência de sono 
(Χ2=13,70; p=0,001) e da atividade após o início do sono (Χ2=14,09; p=0,001; Tabela 
9). 
Os testes post hoc de Bonferroni para as variáveis que obedeceram à 
distribuição normal (horário médio de dormir e despertar, CV do horário de despertar 
e CV do período de sono noturno) e os testes de Mann-Whitney para as que não 
obedeceram (outras variáveis), mostraram que Longevos dormiram mais cedo que 
Idosos (p=0,002) e Jovens (p<0,001), acordaram mais cedo que Jovens (p=0,011), 
apresentaram menor CV do horário de dormir (p=0,014), de acordar (p=0,001) e da 
duração do período de sono noturno (p=0,002) que Jovens, apresentaram menor 
eficiência do sono que Idosos (p=0,003) e Jovens (p=0,001) e apresentaram maior 
atividade após o início do sono que Idosos (p=0,002) e Jovens (p=0,002). Além 
disso, Idosos apresentaram menor CV do horário de acordar que Jovens (p=0,023; 
Tabela 9). 
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O número de cochilos diurnos relatados pelos indivíduos e confirmados 
pelo registro do actígrafo também foi verificado e diferiu significativamente entre os 
grupos (Χ2=6,696; p=0,031). Tanto Idosos (2,71±2,56) quanto Longevos (3,71±2,36) 
apresentaram mais cochilos diurnos do que Jovens (0,73±0,79); no entanto esta 
diferença só foi significativa na comparação entre Longevos e Jovens (p=0,015). 
Outros parâmetros investigados, como horário de início, término, tempo de duração 
e CV dos cochilos diurnos não diferiram entre os grupos (p>0,05). 
O efeito do envelhecimento e da longevidade sobre os parâmetros da 
actigrafia também foram verificados separadamente para dias da semana e fins de 
semana e os resultados estão representados na Tabela Suplementar 4 do artigo 
presente no ANEXO 7. Não foram encontradas grandes diferenças em relação à 
análise contendo todos os dias de registro. 
Dessa forma, a análise do padrão de atividade e repouso mostrou que 
Longevos dormiram e acordaram mais cedo e apresentaram um padrão de sono 
estritamente regular, com menor variação diária do que indivíduos Jovens. 
5.2.5 Exames laboratoriais 
Quinze indivíduos do grupo Jovens, 13 indivíduos do grupo Idosos e 10 
indivíduos do grupo Longevos obtiveram resultados das análises bioquímicas, 
hormonais e do perfil oxidativo. Alguns parâmetros não possuem os dados para 
todos os indivíduos devido a erros na obtenção das medidas e necessidade de 
exclusão da amostra. As Tabelas 10, 11 e 12 representam os resultados do perfil 
bioquímico, hormonal e oxidativo, respectivamente, entre os três grupos estudados. 
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Tabela 10: Dados descritivos e comparação dos resultados do perfil bioquímico entre os três grupos 
estudados. 
Variável 
Jovens   Idosos   Longevos 
p
a
 
N Média DP   N Média DP   N Média DP 
Albumina (g/dL) 14 4,7 0,2   13 4,6 0,3   10 4,3 0,3 0,009 
Creatinina (mg/dL) 15 1,1 0,1  13 1,1 0,1  10 1,4 0,7 0,131 
Ureia (mg/dL) 15 34,3 6,8  13 36,1 10,4  10 47,6 42,3 0,723 
Glicose (mg/dL) 15 87,3 6,6  13 103,5 21,1  10 100,0 10,4 0,003 
Col. Total (mg/dL) 15 159,1 25,8  13 185,4 25,2  10 181,7 25,3 0,021 
HDL (mg/dL) 15 45,9 8,8  13 46,2 10,4  10 54,0 8,6 0,040 
LDL (mg/dL) 15 95,4 22,9  13 112,8 22,5  10 108,6 22,5 0,122 
VLDL (mg/dL) 15 17,7 6,5  13 26,4 9,5  10 19,1 4,6 0,022 
TG (mg/dL) 15 88,7 32,2  13 131,6 47,8  10 95,3 22,6 0,021 
PC-R (mg/dL) 15 0,2 0,1   13 0,4 0,4   9 0,3 0,1 0,117 
N: número de indivíduos; DP: desvio padrão; Col: colesterol; HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density 
lipoprotein; VLDL: very low-density lipoprotein; TG: triglicérides; PC-R: proteína C-reativa; 
a
: Análise de variância (albumina, colesterol total e LDL) ou Kruskal-Wallis (demais variáveis). 
Foi observado que as variáveis albumina (F(2,34)=5,49; p=0,009), glicose 
(Χ2=11,62; p=0,003), colesterol total (F(2,35)=4,34; p=0,021), HDL (Χ
2=6,46; p=0,040), 
VLDL (Χ2=7,62; p=0,022) e triglicérides (Χ2=7,69; p=0,021) apresentaram diferenças 
significativas entre Jovens, Idosos e Longevos. 
Os testes post hoc de Bonferroni para as variáveis que seguiram 
distribuição normal (albumina e colesterol total) e os testes de Mann-Whitney para as 
que não seguiram (outras variáveis), mostraram que Longevos apresentaram 
menores níveis de albumina (p=0,007) e maiores níveis de glicose (p=0,003) que 
Jovens, além de maiores níveis de HDL que Idosos (p=0,018) e Jovens (p=0,032). 
Além disso, em relação aos Jovens, Idosos apresentaram maiores níveis de glicose 
(p=0,004), colesterol total (p=0,030), VLDL (p=0,010) e triglicérides (p=0,008; Tabela 
10). Estes resultados mostram que Longevos apresentaram um perfil lipídico mais 
favorável, principalmente quando comparados aos Idosos. 
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Tabela 11: Dados descritivos e comparação dos resultados das análises hormonais entre os três 
grupos estudados. 
Variável 
Jovens   Idosos   Longevos 
p
a
 
N Média DP   N Média DP   N Média DP 
TSH (μUI/mL) 15 3,4 4,3   13 1,8 0,9   10 2,5 1,0 0,367 
T3 (pg/mL) 15 3,1 0,5  13 3,0 0,3  10 2,7 0,4 0,068 
T4 (ng/dL) 15 0,9 0,2  13 0,9 0,1  10 0,9 0,2 0,948 
LH (mUI/mL) 15 4,3 1,4  13 5,3 3,8  10 17,6 14,2 0,010 
FSH (mUI/mL) 15 3,3 1,3  13 12,4 12,1  10 42,8 43,4 <0,001 
Prolactina (ng/mL) 15 15,0 4,0  13 8,2 2,6  10 12,1 5,0 <0,001 
Progesterona. (ng/mL) 15 1,0 0,4  13 0,6 0,3  10 0,7 0,3 0,024 
Estradiol (pg/mL) 15 33,8 14,3  13 29,2 16,6  10 36,4 17,0 0,405 
Testosterona total (ng/dL) 15 519,8 103,7  13 447,3 189,9  10 318,1 138,2 0,007 
Testosterona livre (ng/dL) 15 12,7 3,3  13 7,4 2,5  10 3,7 1,6 <0,001 
Cortisol (μg/dL) 15 15,7 3,7   13 15,0 2,9   10 14,9 2,2 0,745 
N: número de indivíduos; DP: desvio padrão; TSH: hormônio tireoestimulante; T3: triiodotironina; T3: 
tetraiodotironina; LH: hormônio luteinizante; FSH: hormônio folículo estimulante; 
a
: Análise de variância (T3, T4, prolactina, progesterona, testosterona total e livre e cortisol) ou Kruskal-Wallis 
(demais variáveis). 
Foi observado que as variáveis LH (Χ2=9,25; p=0,010), FSH (Χ2=23,28; 
p<0,001), prolactina (F(2,35)=10,63; p<0,001), progesterona (F(2,35)=4,15; p=0,024), 
testosterona total (F(2,35)=5,67; p=0,007) e livre (F(2,35)=36,12; p<0,001) apresentaram 
diferenças significativas entre os três grupos de estudo. 
Os testes post hoc de Bonferroni para as variáveis que seguiram 
distribuição normal (T3, prolactina, progesterona, testosterona total e livre) e os 
testes de Mann-Whitney para as que não seguiram (outras variáveis), mostraram 
que Longevos apresentaram maiores níveis de LH que Idosos (p=0,012) e Jovens 
(p=0,004); maiores níveis de FSH que Idosos (p=0,018) e Jovens (p<0,001); 
menores níveis de testosterona total que Jovens (p=0,006) e menores níveis de 
testosterona livre que Jovens (p<0,001) e Idosos (p=0,006). Além disso, em relação 
aos Jovens, Idosos apresentaram maiores níveis de FSH (p<0,001), menores níveis 
de prolactina (p<0,001), menores níveis de progesterona (p=0,039), e menores 
níveis de testosterona livre (p<0,001; Tabela 11). 
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Tabela 12: Dados descritivos e comparação dos resultados do perfil oxidativo entre os três grupos 
estudados. 
Variável 
Jovens  Idosos  Longevos 
p
a
 
N Média DP  N Média DP  N Média DP 
Vitamina C (μM) 13 48,46 12,51  13 63,39 27,34  9 55,44 19,95 0,424 
Vitamina E (μM) 12 20,03 4,50  13 24,13 5,61  9 19,48 6,65 0,100 
GPx (U/L) 10 5362,60 871,39  13 4801,86 1770,99  6 4931,50 668,21 0,488 
Malondialdeído (nM) 14 3,41 0,83  12 3,68 0,84  8 3,65 0,76 0,681 
Antioxidantes totais (mM) 13 1,63 0,09  11 1,71 0,08  8 1,56 0,07 0,006 
N: número de indivíduos; DP: desvio padrão; GPx: Glutationa peroxidase; 
a
: Análise de variância (malondialdeído) ou Kruskal-Wallis (demais variáveis). 
Foi observado que somente a variável antioxidantes totais apresentou 
diferença significativa entre os três grupos de estudo (Χ2=10,19; p=0,006). O teste 
de Mann-Whitney mostrou que Longevos apresentaram menor capacidade 
antioxidante total que Idosos (p=0,003; Tabela 12). Não foram observadas 
diferenças significativas nos outros parâmetros do perfil oxidativo estudados. 
5.2.6 Análise da expressão gênica 
Quinze indivíduos do grupo Jovens, 13 indivíduos do grupo Idosos e 10 
indivíduos do grupo Longevos possuem os resultados da análise de expressão de 
genes relacionados ao estresse oxidativo e defesa antioxidante, obtidos por meio da 
técnica de RT-PCR em tempo real. Para esta análise, os Jovens foram considerados 
como grupo referência e, desta forma, a quantificação relativa foi calculada para os 
Idosos e para os Longevos, em relação aos Jovens. 
Para a identificação dos genes diferencialmente expressos, dois 
parâmetros foram utilizados: 1) o resultado do teste estatístico (teste t) comparando 
os valores de 2-ΔCT de cada gene entre Jovens e Idosos e entre Jovens e Longevos; 
e 2) o valor da quantificação relativa (FC) de cada gene para cada comparação. A 
Tabela 13 mostra os genes que apresentaram diferença estatisticamente 
significativa (considerando o nível de significância de 0,05) dos valores de 2-ΔCT entre 
Jovens e Idosos e/ou Jovens e Longevos, juntamente com os respectivos FCs. 
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Tabela 13: Relação dos genes que apresentaram diferença significativa dos valores de 2
-ΔCT
 nas 
comparações realizadas. 
Genes 
Idosos (N=13)   Longevos (N=10) 
FC IC 95% p
a
   FC IC 95% p
b
 
PRNP 0,745 0,62-0,87 0,003   0,921 0,78-1,06 0,333 
PRDX3 0,857 0,77-0,95 0,010 
 
0,917 0,83-1,00 0,110 
GPX7 0,740 0,58-0,90 0,010 
 
0,841 0,64-1,04 0,163 
EPX 0,683 0,46-0,90 0,013 
 
1,031 0,69-1,37 0,771 
OXR1 0,756 0,59-0,93 0,022 
 
0,975 0,75-1,20 0,653 
NOX5 0,592 0,39-0,80 0,026 
 
0,800 0,47-1,13 0,279 
SOD1 0,874 0,78-0,96 0,028 
 
0,872 0,75-0,99 0,084 
SOD3 0,693 0,48-0,91 0,030 
 
0,892 0,58-1,20 0,365 
SGK2 0,696 0,49-0,91 0,034 
 
0,863 0,64-1,08 0,223 
NME5 0,632 0,31-0,95 0,035 
 
0,749 0,33-1,17 0,209 
AOX1 0,696 0,47-0,93 0,039 
 
0,763 0,51-1,02 0,097 
SEPP1 0,679 0,44-0,92 0,045 
 
1,049 0,65-1,44 0,961 
BNIP3 0,773 0,64-0,90 0,009 
 
0,745 0,63-0,86 0,002 
GPX1 1,463 1,04-1,88 0,013 
 
1,629 1,17-2,09 0,003 
GSTZ1 0,814 0,68-0,95 0,020 
 
0,862 0,74-0,98 0,043 
PXDN 0,536 0,33-0,74 0,032 
 
0,590 0,38-0,80 0,043 
DHCR24 1,471 0,92-2,02 0,047 
 
1,849 0,92-2,77 0,009 
CCL5 1,262 0,97-1,55 0,070 
 
1,912 1,39-2,43 <0,001 
DGKK 1,231 0,60-1,86 0,219 
 
1,912 0,90-2,93 0,010 
SRXN1 1,252 0,70-1,80 0,256 
 
1,763 0,99-2,54 0,018 
SIRT2 1,143 0,86-1,42 0,333 
 
1,438 0,96-1,91 0,020 
SOD2 1,133 0,83-1,43 0,260 
 
1,454 0,87-2,03 0,030 
DUSP1 1,222 0,85-1,60 0,225 
 
1,422 0,96-1,88 0,047 
GSR 1,338 0,77-1,91 0,107   1,458 0,81-2,11 0,048 
N: Número de indivíduos; FC: fold change em relação aos Jovens; IC: intervalo de confiança; 
a
: resultado do teste t comparando os valores de 2
-ΔCT
 entre Idosos e Jovens; 
b
: resultado do teste t comparando os valores de 2
-ΔCT
 entre Longevos e Jovens. 
Assim, numa análise inicial, foram encontrados 24 genes 
diferencialmente expressos entre os grupos estudados. No entanto, devido ao 
grande número de variáveis analisadas e devido ao fato de terem sido realizadas 
duas comparações independentes (Jovens versus Idosos e Jovens versus 
Longevos), uma correção para múltiplos testes (correção de Bonferroni) foi 
empregada na tentativa de reduzir a taxa de falsos positivos associados a possíveis 
ruídos experimentais, sendo então considerado um novo nível de significância de 
0,025 (0,05/2 comparações independentes). Além disso, foram considerados 
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também somente os FCs maiores que 1,20 (para genes com expressão aumentada) 
ou menores que 0,83 (para genes com expressão diminuída). 
Esta análise mais rigorosa permitiu a identificação de 9 genes 
diferencialmente expressos entre os grupos: PRNP, GPX7, EPX, BNIP3, GPX1, 
CCL5, DGKK, SRXN1 e SIRT2. Estes genes foram classificados em três categorias 
diferentes, de acordo com o perfil de expressão apresentado entre os três grupos 
estudados: 1) Genes associados ao Envelhecimento: aqueles que apresentaram 
diferenças entre Jovens e Idosos e entre Jovens e Longevos; 2) Genes associados à 
Longevidade I: aqueles que apresentaram diferenças somente entre Jovens e 
Idosos, mas não entre Jovens e Longevos; e 3) Genes associados à Longevidade II: 
aqueles que apresentaram diferenças somente entre Jovens e Longevos. A Tabela 
14 resume os dados dos genes identificados como diferencialmente expressos 
segundo os critérios adotados e mostra o agrupamento de acordo com o perfil de 
expressão entre os grupos. 
Tabela 14: Genes identificados como diferencialmente expressos de acordo com os critérios 
estabelecidos (p<0,025 e FC>1,20 ou FC>0,83 em relação aos jovens) e classificação de acordo com 
o perfil de expressão. 
Classe Genes 
Idosos (N=13)   Longevos (N=10) 
FC IC 95% p
a
 
 
FC IC 95% p
b
 
1) Genes do Envelhecimento 
BNIP3 0,773 0,64-0,90 0,009 
 
0,745 0,63-0,86 0,002 
GPX1 1,463 1,04-1,88 0,013 
 
1,629 1,17-2,09 0,003 
2) Genes da Longevidade I 
PRNP 0,745 0,62-0,87 0,003   0,921 0,78-1,06 0,333 
GPX7 0,740 0,58-0,90 0,010 
 
0,841 0,64-1,04 0,163 
EPX 0,683 0,46-0,90 0,013   1,031 0,69-1,37 0,771 
3) Genes da Longevidade II 
CCL5 1,262 0,97-1,55 0,070   1,912 1,39-2,43 <0,001 
DGKK 1,231 0,60-1,86 0,219 
 
1,912 0,90-2,93 0,010 
SRXN1 1,252 0,70-1,80 0,256 
 
1,763 0,99-2,54 0,018 
SIRT2 1,143 0,86-1,42 0,333   1,438 0,96-1,91 0,020 
N: número de indivíduos; FC: fold change em relação aos Jovens; IC: intervalo de confiança; 
a
: resultado do teste t comparando os valores de 2
-ΔCT
 entre Idosos e Jovens; 
b
: resultado do teste t comparando os valores de 2
-ΔCT
 entre Longevos e Jovens. 
Dentre os genes diferencialmente expressos da Classe 1, o gene 
BNIP3 apresentou expressão diminuída tanto em Idosos quanto em Longevos em 
relação aos Jovens e o gene GPX1 apresentou expressão aumentada nos mesmo 
grupos. Todos os genes da Classe 2 apresentaram expressão diminuída nos Idosos 
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em relação aos Jovens. Por fim, os genes da Classe 3 apresentaram expressão 
aumentada nos Longevos em relação aos Jovens (Tabela 14). 
5.2.7 Análise do padrão de metilação do DNA da região promotora dos genes 
diferencialmente expressos 
Foi possível identificar os padrões de metilação de 9 das 14 regiões 
investigadas (Tabela 2): uma região para os genes PRNP, GPX7, GPX1, BNIP3 e 
DGKK e duas para os genes CCL5 e SIRT2. Não foi possível padronizar as reações 
para as demais regiões. 
Amostras de DNA de 15 indivíduos do grupo Jovens, 13 indivíduos do 
grupo Idosos e 9 indivíduos do grupo Longevos foram utilizadas para a análise do 
padrão de metilação do DNA. A Tabela 15 apresenta um resumo das regiões 
analisadas e os sítios CpG que apresentaram diferenças significativas da taxa de 
metilação entre os grupos estudados. 
Tabela 15: Caracterização das regiões promotoras dos genes diferencialmente expressos que 
tiveram seu padrão de metilação de DNA investigados entre Jovens, Idosos e Longevos. A média e 
desvio padrão da taxa de metilação em cada grupo também estão representados na Tabela. 
Gene Região N CpG Sig. CpG 
Jovens (N=15)   Idosos (N=13)   Longevos (N=9) 
p
a
 
Média DP 
 
Média DP 
 
Média DP 
BNIP3 1 9 
CpG5 91,7% 2,0% 
 
92,4% 2,6% 
 
89,4% 2,8% 0,021 
CpG8 87,4% 4,4% 
 
71,4% 13,0% 
 
82,3% 10,8% 0,010 
CCL5 
1 5 - - - 
 
- - 
 
- - - 
2 10 CpG10 78,7% 1,6% 
 
78,0% 2,6% 
 
73,5% 3,5% 0,042 
DGKK 1 6 - - - 
 
- - 
 
- - - 
GPX1 1 16 CpG7 71,7% 4,8% 
 
72,7% 5,5% 
 
65,1% 6,7% 0,010 
GPX7 1 36 
CpG8 5,9% 3,1% 
 
3,3% 5,1% 
 
1,8% 2,2% 0,024 
CpG10 3,3% 3,4% 
 
2,0% 5,3% 
 
1,2% 1,9% 0,029 
PRNP 1 7 CpG3 8,8% 11,1% 
 
2,6% 4,2% 
 
0,0% 0,0% 0,031 
SIRT2 
1 13 CpG3 80,1% 11,5% 
 
86,5% 10,4% 
 
70,8% 7,1% 0,009 
2 9 
CpG7 2,7% 2,7% 
 
3,6% 6,1% 
 
0,6% 1,7% 0,005 
CpG8 2,0% 2,2% 
 
1,5% 2,3% 
 
0,1% 0,3% 0,024 
N: Número de indivíduos; N CpG: número de sítios CpG investigados na região; DP: Desvio Padrão; 
Sig. CpG: Sítios CpG que apresentaram diferenças significativas entre os grupos; 
a
: Análise de variância (para BNIP3 - CpG5, CCL5 - região 2 - CpG10 e GPX1- CpG7) ou Teste de Kruskal-Wallis 
(demais variáveis). 
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Levando-se em consideração que algumas regiões apresentavam mais 
de um sítio CpG, 10 sítios em 7 regiões investigadas apresentaram diferenças 
significativas na taxa de metilação do DNA (p<0,05, Tabela 15). Não foram 
encontradas diferenças na taxa de metilação das regiões 1 dos genes CCL5 e 
DGKK (Tabela 15). 
Sabe-se que um dos mecanismos de repressão da expressão ocorre 
por meio da metilação de promotores gênicos. Desta forma, para os sítio CpG10 
(região 2 do gene CCL5), CpG3 (região 1 do gene SIRT2), CpG7 e CpG8 (região 2 
do gene SIRT2), as porcentagens de metilação corresponderam aos valores de 
expressão aumentados destes genes. Para os sítios CpG3 (região 1 do gene SIRT2) 
e CpG7 (região 2 do gene SIRT2), Longevos apresentaram menor porcentagem de 
metilação que Jovens e Idosos (SIRT2 CpG3 – p=0,030 e p=0,003; SIRT2 CpG7 – 
p=0,003 e p=0,004; respectivamente) e para o sítio CpG8 (região 2 do gene SIRT2), 
Longevos apresentaram menor porcentagem de metilação do que Jovens (p=0,012). 
Em relação ao sítio CpG10 (região 2 do gene CCL5), Longevos apresentaram menor 
porcentagem de metilação que Idosos (p=0,044). 
Por meio da análise de fatores de transcrição utilizando a ferramenta 
TFSEARCH (Heinemeyer et al, 1998), o sítio CpG3 (região 1 do gene SIRT2), está 
localizado em um sítio de ligação para o fator de transcrição CREB (cyclic adenosine 
monophosphate response element binding protein), sugerindo que a diminuição da 
taxa de metilação neste sítio nos Longevos possa estar relacionada ao aumento da 
expressão de SIRT2 por meio da ativação da maquinaria de transcrição promovida 
pelo CREB. 
Assim, os resultados descritos em relação ao padrão de metilação da 
região promotora dos genes diferencialmente expressos destacaram dois principais 
genes candidatos possivelmente regulados por este mecanismo epigenético: CCL5 
e SIRT2. Estes resultados justificam uma investigação complementar mais detalhada 
de outros mecanismos capazes de atuar na regulação da expressão gênica, como 
os miRNAs e polimorfismos nestes genes possivelmente associados com o fenótipo 
da longevidade. 
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5.2.8 Análise da expressão de microRNAs 
Após a seleção dos miRNAs potencialmente envolvidos na regulação 
da expressão dos genes diferencialmente expressos, conforme critérios explicados 
na Seção 4.2.11, seus níveis de expressão foram verificados no sangue periférico de 
15 indivíduos do grupo Jovens, 13 indivíduos do grupo Idosos e 10 indivíduos do 
grupo Longevos. A Tabela 16 mostra os resultados da expressão dos miRNAs e sua 
comparação entre os três grupos de estudo. É importante notar que o hsa-miR-513a-
5p, possível regulador do gene GPX7, não teve expressão detectada nos indivíduos 
estudados e por isso não aparece na Tabela 16. 
Tabela 16: Resultado da comparação da expressão dos miRNA possivelmente reguladores dos 
genes diferencialmente expressos entre Jovens, Idosos e Longevos. 
miRNA 
Gene possivelmente 
regulado 
Idosos (N=13) 
p
a
 
  Longevos (N=10) 
p
b
 
FC IC 95%   FC IC 95% 
hsa-miR-340-5p  PRNP 0,854 0,24-1,47 0,130 
 
1,089 0,42-1,76 0,978 
hsa-miR-146b-5p CCL5 0,799 0,47-1,13 0,251 
 
0,846 0,46-1,23 0,427 
hsa-miR-145-5p BNIP3 1,215 0,77-1,66 0,331 
 
1,063 0,75-1,37 0,700 
hsa-miR-103as EPX 1,315 0,50-2,13 0,443 
 
0,989 0,52-1,45 0,965 
hsa-miR-1275 SIRT2 0,655 0,46-0,86 0,013 
 
0,612 0,52-0,71 0,004 
hsa-miR-22-3p SRXN1 0,971 0,58-1,36 0,888 
 
1,513 0,46-2,57 0,306 
N: número de indivíduos; FC: fold change em relação aos Jovens; IC: intervalo de confiança; miRNA: microRNA; 
a
: resultado do teste t ou Mann-Whitney (hsa-miR-340-5p e hsa-miR-1275) comparando os valores de 2
-ΔCT
 entre 
Idosos e Jovens; 
b
: resultado do teste t ou Mann-Whitney (hsa-miR-340-5p e hsa-miR-1275) comparando os valores de 2
-ΔCT
 entre 
Longevos e Jovens. 
Somente o hsa-miR-1275, possível regulador do gene SIRT2, 
apresentou diferenças significativas de sua expressão nos Idosos e Longevos em 
relação aos Jovens, de tal forma que tanto Idosos (p=0,013) quanto Longevos 
(p=0,004) apresentaram menor expressão deste miRNA, variando de 61 a 65% da 
expressão observada nos Jovens (Tabela 16). 
Estas observações são concordantes com os resultados das análises 
de expressão obtidas para o gene SIRT2, uma vez que se sabe que miRNAs são 
capazes de regular negativamente a expressão gênica. A redução na expressão de 
hsa-miR-1275 no grupo Longevos corroborou o resultado referente ao aumento da 
expressão de SIRT2 observada neste mesmo grupo (Tabela 14). 
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Ao associar os resultados obtidos pela análise da expressão do miRNA 
hsa-miR-1275 e pelo padrão de metilação do gene SIRT2, que possivelmente 
regulam a expressão deste gene, sugere-se que SIRT2 possa ter um papel 
fundamental na longevidade. Desta forma, buscando melhor compreender este 
papel, a genotipagem de polimorfismos nesta região gênica torna-se relevante na 
tentativa de associá-los com o fenótipo da longevidade em humanos. 
5.3 Investigação de polimorfismos genéticos e variantes raras e associação 
com o envelhecimento bem-sucedido 
5.3.1 Estudo de associação genética entre polimorfismos e longevidade 
Baseando-se nos resultados da expressão gênica, padrão de metilação 
e expressão de miRNA potencialmente envolvidos na regulação dos genes 
diferencialmente expressos, foi possível selecionar um conjunto de polimorfismos 
candidatos para genotipagem em uma amostra expandida da população, de 
diferentes faixas etárias (inclusive indivíduos acima de 80 anos), a fim de verificar 
associações com o fenótipo da longevidade. Uma vez que SIRT2 e CCL5 mostraram 
evidências de serem regulados por metilação do DNA de suas regiões promotoras 
(ambos) e por controle da expressão de miRNA (somente SIRT2), a escolha dos 
polimorfismos focou-se nestes dois genes. Os polimorfismos estudados estão 
caracterizados na Tabela 4. 
A amostra expandida da população foi composta por 2021 indivíduos 
de ambos os sexos, que apresentaram dados válidos de idade e sexo (taxa de perda 
de 3,53%). A média de idade em anos (± desvio padrão) foi 57,57±20,20, sendo que 
1273 indivíduos (63,0%) pertenciam ao sexo feminino. Além disso, 73 indivíduos 
(3,61%) possuíam 90 anos ou mais e 334 indivíduos (16,52%) possuíam 80 anos ou 
mais. A Tabela 17 representa a distribuição de homens e mulheres da amostra, 
separada por faixa etária. 
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Tabela 17: Distribuição da amostra estudada em termos de sexo e faixa etária dos indivíduos. 
Faixa Etária 
Sexo – N (%) 
Total – N (%) 
Feminino Masculino 
Até 29 anos 113 (47,1) 127 (52,9) 240 (100,0) 
30-39 anos 122 (51,7) 114 (48,3) 236 (100,0) 
40-49 anos 147 (59,0) 102 (41,0) 249 (100,0) 
50-59 anos 142 (66,0) 73 (34,0) 215 (100,0) 
60-69 anos 287 (67,5) 138 (32,5) 425 (100,0) 
70-79 anos 223 (69,3) 99 (30,7) 322 (100,0) 
80-89 anos 187 (71,6) 74 (28,4) 261 (100,0) 
90 anos ou mais 52 (71,2) 21 (28,8) 73 (100,0) 
Total 1273 (63,0) 748 (37,0) 2021 (100,0) 
N: número de indivíduos. 
As frequências dos genótipos e dos alelos dos 7 polimorfismos 
genotipados foram calculadas e a existência de desvios do HWE também foi 
verificada. A Tabela 18 resume estas informações separadamente para cada 
polimorfismo estudado. 
Tabela 18: Frequência dos genótipos e alelos dos polimorfismos estudados e resultado do teste do 
qui-quadrado para verificação do Equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
Gene SNP 
Genótipos – N(%) 
 MAF HWE Χ
2
 HWE p 
A1A1 A1A2 A2A2 Total 
 
SIRT2 
rs10405150 (T>C) 1365 (69,7) 519 (26,5) 74 (3,8) 1958 (100,0) 
 
0,17 7,562 0,006 
rs10410544 (C>T) 943 (48,5) 773 (39,7) 230 (11,8) 1946 (100,0) 
 
0,32 13,201 <0,001 
rs11879010 (G>A) 1553 (78,5) 388 (19,6) 38 (1,9) 1979 (100,0) 
 
0,12 5,506 0,019 
rs11879029 (G>A) 1508 (76,6) 421 (21,4) 40 (2) 1969 (100,0) 
 
0,13 2,723 0,099 
rs2015 (A>C) 592 (30,3) 933 (47,8) 426 (21,8) 1951 (100,0) 
 
0,46 2,612 0,106 
rs4802998 (A>G) 1019 (52,1) 749 (38,3) 189 (9,7) 1957 (100,0) 
 
0,29 8,695 0,003 
CCL5 rs3817655 (T>A) 1181 (60,2) 662 (33,7) 119 (6,1) 1952 (100,0) 
 
0,23 4,067 0,044 
SNP: single nucleotide polymorphism; N: número de indivíduos; MAF: minor allele frequency (frequência do alelo 
raro); HWE: Equilíbrio de Hardy-Weinberg; 
Os parênteses ao lado do nome do SNP representam os alelos na forma A1>A2, conforme nomenclatura dos 
genótipos. 
Nota-se que o número total de indivíduos genotipados é diferente para 
cada polimorfismo, justificado pela falha na genotipagem, que variou de 2,1% 
(rs11879010) a 3,7% (rs10410544), tendo como base a população total investigada 
(N=2021). As frequências do alelo raro (MAF) variaram de 12% (rs11879010) a 46% 
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(rs2015) e os polimorfismos rs10405150, rs10410544, rs11879010, rs4802998 e 
rs3817655 apresentaram desvios do HWE (HWE p<0,05). 
Os resultados das associações dos 7 polimorfismos estudados com a 
longevidade estão representados nas Tabelas 19 e 20, levando em consideração 
indivíduos que alcançaram idades ≥80 anos e ≥90 anos, respectivamente. 
Tabela 19: Resultado da associação entre os polimorfismos dos genes SIRT2 e CCL5 e a 
longevidade, representada por indivíduos que alcançaram 80 anos ou mais. 
SNP (Gene) Genótipo 
Menor que 80 anos 
de idade – N (%) 
80 anos de idade 
ou mais – N (%) 
Χ
2
 p 
rs10405150 
(SIRT2) 
TT 1116 (68,6) 249 (75,5) 
7,864 0,020 TC 452 (27,8) 67 (20,3) 
CC 60 (3,7) 14 (4,2) 
 
Total 1628 (100,0) 330 (100,0) 
  
rs10410544 
(SIRT2) 
CC 795 (49,2) 148 (44,8) 
11,409 0,003 TC 648 (40,1) 125 (37,9) 
TT 173 (10,7) 57 (17,3) 
 
Total 1616 (100,0) 330 (100,0) 
  
rs11879010 
(SIRT2) 
GG 1299 (78,9) 254 (76,5) 
1,139 0,566 GA 318 (19,3) 70 (21,1) 
AA 30 (1,8) 8 (2,4) 
 
Total 1647 (100,0) 332 (100,0) 
  
rs11879029  
(SIRT2) 
GG 1258 (76,8) 250 (75,3) 
1,062 0,588 GA 348 (21,3) 73 (22,0) 
AA 31 (1,9) 9 (2,7) 
 
Total 1637 (100,0) 332 (100,0) 
  
rs2015  
(SIRT2) 
AA 488 (30,1) 104 (31,5) 
0,617 0,734 CA 774 (47,7) 159 (48,2) 
CC 359 (22,1) 67 (20,3) 
 
Total 1621 (100,0) 330 (100,0) 
  
rs4802998 
(SIRT2) 
AA 862 (0,53) 157 (0,474) 
11,328 0,003 AG 623 (0,383) 126 (0,381) 
GG 141 (0,087) 48 (0,145) 
 
Total 1626 (100,0) 331 (100,0) 
  
rs3817655 
(CCL5) 
TT 972 (59,6) 209 (63,3) 
2,053 0,358 TA 557 (34,1) 105 (31,8) 
AA 103 (6,3) 16 (4,8) 
 
Total 1632 (100,0) 330 (100,0) 
  
N: número de indivíduos; SNP: Single nucleotide polymorphism. 
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Foram encontradas associações significativas entre os polimorfismos 
rs10405150 (Χ2=7,864; p=0,020), rs10410544 (Χ2=11,409; p=0,003) e rs4802998 
(Χ2=11,328; p=0,003) do gene SIRT2 e a longevidade, representada por indivíduos 
que alcançaram 80 anos ou mais. Houve menor frequência do genótipo TC do 
rs10405150, maior frequência do genótipo TT do rs10410544 e maior frequência do 
genótipo GG do rs4802998 em indivíduos com idade ≥80 anos (Tabela 19). 
Tabela 20: Resultado da associação entre os polimorfismos dos genes SIRT2 e CCL5 e a 
longevidade, representada por indivíduos que alcançaram 90 anos ou mais. 
SNP (Gene) Genótipo 
Menor que 90 anos 
de idade – N (%) 
90 anos de idade 
ou mais – N (%) 
Χ
2
 p 
rs10405150 
(SIRT2) 
TT 1316 (69,8) 49 (67,1) 
1,970 0,373 TC 500 (26,5) 19 (26,0) 
CC 69 (3,7) 5 (6,8) 
 
Total 1885 (100,0) 73 (100,0) 
  
rs10410544 
(SIRT2) 
CC 915 (48,9) 28 (38,4) 
12,317 0,002 TC 746 (39,8) 27 (37,0) 
TT 212 (11,3) 18 (24,7) 
 
Total 1873 (100,0) 73 (100,0) 
  
rs11879010 
(SIRT2) 
GG 1501 (78,8) 52 (71,2) 
3,385 0,184 GA 370 (19,4) 18 (24,7) 
AA 35 (1,8) 3 (4,1) 
 
Total 1906 (100,0) 73 (100,0) 
  
rs11879029  
(SIRT2) 
GG 1456 (76,8) 52 (71,2) 
2,276 0,238 GA 403 (21,3) 18 (24,7) 
AA 37 (2,0) 3 (4,1) 
 
Total 1896 (100,0) 73 (100,0) 
  
rs2015  
(SIRT2) 
AA 566 (30,1) 26 (36,1) 
1,194 0,551 CA 901 (48,0) 32 (44,4) 
CC 412 (21,9) 14 (19,4) 
 
Total 1879 (100,0) 72 (100,0) 
  
rs4802998 
(SIRT2) 
AA 988 (52,4) 31 (42,5) 
8,460 0,015 AG 721 (38,3) 28 (38,4) 
GG 175 (9,3) 14 (19,2) 
 
Total 1884 (100,0) 73 (100,0) 
  
rs3817655  
(CCL5) 
TT 1131 (59,9) 50 (68,5) 
2,806 0,246 TA 641 (33,9) 21 (28,8) 
AA 117 (6,2) 2 (2,7) 
 
Total 1889 (100,0) 73 (100,0) 
  
N: número de indivíduos; SNP: Single nucleotide polymorphism. 
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Foram encontradas associações significativas entre os polimorfismos 
rs10410544 (Χ2=12,317; p=0,002) e rs4802998 (Χ2=8,460; p=0,015) do gene SIRT2 e 
a longevidade, representada por indivíduos que alcançaram 90 anos ou mais. Foram 
encontradas maiores frequências do genótipo TT e GG dos polimorfismos 
rs10410544 e rs4802998, respectivamente, em indivíduos com idade ≥90 anos 
(Tabela 20). 
De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 19 e 20, três 
polimorfismos localizados no gene SIRT2 foram associados ao fenótipo da 
longevidade: rs10405150, rs10410544 e rs4802998. Para entender a dinâmica da 
distribuição dos genótipos destes polimorfismos em cada uma das faixas etárias 
estudadas (até 29 anos, 30 a 39 anos, 40 a 49 anos, 50 a 59 anos, 60 a 69 anos, 70 
a 79 anos, 80 a 89 anos e ≥90 anos), a frequência de cada genótipo foi plotada em 
função da faixa etária na Figura 16, juntamente com o resultado do teste do qui-
quadrado para verificar a existência de desvios do HWE. 
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Figura 16: Frequência dos genótipos dos polimorfismos rs10405150, rs10410544 e rs4802998 do 
gene SIRT2 em função da faixa etária dos indivíduos estudados. O valor de p do resultado do teste 
de qui-quadrado para verificar de desvios do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW p) está representado 
para cada faixa etária separadamente. 
Nota-se na Figura 16 que os três polimorfismos identificados 
apresentaram distribuição genotípica variável para cada uma das faixas etárias. 
Também foi possível identificar as associações descritas nas Tabelas 19 e 20, 
principalmente para os polimorfismos rs10410544 e rs4802998, com o aparecimento 
de um aumento gradual na frequência do genótipo mais raro de cada polimorfismo 
(TT e GG, respectivamente) com o aumento da idade. Estes resultados configuram 
maior representação destes genótipos nos indivíduos com idade ≥80 anos quando 
comparados aos indivíduos de outras faixas etárias, fortalecendo a associação 
destes polimorfismos com a longevidade. 
Os resultados do HWE descritos separadamente para cada faixa etária 
também forneceram informações importantes. De uma forma geral, nas faixas 
etárias mais jovens (até 59 anos), não foi possível observar desvios significativos da 
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distribuição dos genótipos destes três polimorfismos em relação ao esperado pelo 
HWE (HW p>0,05; Figura 16). No entanto, em algumas faixas etárias mais 
avançadas, notou-se o desvio do HWE, explicado pela mudança na distribuição dos 
genótipos destes polimorfismos nestas idades (HW p<0,05; Figura 16). Estes 
resultados reforçam a existência de associação entre estes polimorfismos e 
longevidade, uma vez que a distribuição de seus genótipos mudou 
consideravelmente em idades mais avançadas. 
Também foram realizados modelos de regressão logística para cada 
um dos três polimorfismos identificados, com a finalidade de verificar o efeito do 
sexo sobre as associações identificadas, além de calcular o OR de pertencer ao 
grupo dos indivíduos com idade ≥80 ou 90 anos para cada genótipo. A Tabela 21 
mostra os resultados da regressão logística para as comparações entre indivíduos 
acima e abaixo de 90 anos e acima e abaixo de 80 anos. 
Tabela 21: Resultado dos modelos de regressão logística usando como variáveis dependentes a 
presença de idade ≥ 90 anos ou idade ≥ 80 anos, e como variávels independentes os genótipos dos 
polimorfismos rs10405150, rs10410544 e rs4802998 do gene SIRT2, além do sexo dos indivíduos. 
Variável 
Longevidade (≥ 90 anos de idade) 
 
Longevidade (≥ 80 anos de idade) 
Categoria p OR (IC 95%) 
 
Categoria p OR (IC 95%) 
rs10405150 
TC (TT) 0,996 0,999 (0,582-1,715) 
 
TC (TT) 0,003 0,645 (0,481-0,864) 
CC (TT) 0,181 1,916 (0,739-4,967) 
 
CC (TT) 0,937 1,025 (0,562-1,867) 
Sexo M (F) 0,163 0,692 (0,413-1,160) 
 
M (F) <0,001 0,628 (0,484-0,815) 
        
rs10410544 
TC (CC) 0,519 1,194 (0,697-2,044) 
 
TC (CC) 0,727 1,047 (0,807-1,359) 
TT (CC) 0,001 2,802 (1,520-5,164) 
 
TT (CC) 0,001 1,795 (1,267-2,543) 
Sexo M (F) 0,136 0,675 (0,402-1,131) 
 
M (F) 0,001 0,630 (0,486-0,818) 
        
rs4802998 
AG (AA) 0,391 1,256 (0,746-2,113) 
 
AG (AA) 0,352 1,13 (0,874-1,461) 
GG (AA) 0,005 2,565 (1,337-4,923) 
 
GG (AA) 0,001 1,887 (1,303-2,734) 
Sexo M (F) 0,140 0,678 (0,404-1,136) 
 
M (F) 0,001 0,639 (0,493-0,828) 
OR: Odds ratio (razão de chances); IC: Intervalo de confiança; M: Masculino; F: Feminino. 
As categorias de referência para cada comparação estão representadas entre parênteses. 
Os resultados dos modelos de regressão logística realizados também 
revelaram associação entre os polimorfismos estudados e a longevidade (≥80 ou 90 
anos de idade) mesmo na presença da variável sexo, sugerindo que estes 
polimorfismos sejam fatores associados de forma independente do sexo. Em 
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resumo, para o polimorfismo rs10405150, portadores do genótipo TC apresentaram 
menor chance de pertencer ao grupo de indivíduos com idade ≥80 anos do que 
portadores do genótipo TT (OR=0,645; IC 95%=0,481-0,864; p=0,003). Para o 
polimorfismo rs10410544, portadores do genótipo TT apresentaram maior chance de 
pertencer ao grupo dos indivíduos com idade ≥80 anos (OR=1,795; IC 95%=1,267-
2,543; p=0,001) e ≥90 anos (OR=2,802; IC 95%=1,520-5,164; p=0,001) do que 
portadores do genótipo CC. Para o polimorfismo rs4802998, portadores do genótipo 
GG apresentaram maior chance de pertencer ao grupo dos indivíduos com idade 
igual ou superior a 80 anos (OR=1,887; IC 95%=1,303-2,734; p=0,001) e 90 anos 
(OR=2,565; IC 95%=1,337-4,923; p=0,005) do que portadores do genótipo AA. Além 
disso, também foi possível observar uma associação entre sexo e pertencer ao 
grupo de indivíduos com idade ≥80 anos, de forma que homens apresentaram 
aproximadamente 63% da chance das mulheres de pertencerem a esta faixa etária. 
Este resultado não foi afetado pela presença dos polimorfismos estudados (Tabela 
21). 
Desta forma, os resultados referentes à análise dos polimorfismos 
rs10405150, rs10410544 e rs4802998 do gene SIRT2 na amostra expandida da 
população revelaram associações importantes com o fenótipo da longevidade, 
representada por indivíduos que alcançaram com sucessos idades ≥80 e 90 anos. 
Além disso, foi possível observar padrões específicos de distribuição dos genótipos 
destes polimorfismos em diferentes faixas etárias, reforçando a participação deste 
gene na longevidade em humanos. Não foi encontrada associação entre o 
polimorfismo rs3817655 do gene CCL5 e a longevidade na amostra estudada. 
5.3.2 Sequenciamento completo do genoma do indivíduo mais idoso da 
amostra 
A análise dos resultados do sequenciamento completo do indivíduo 
mais idoso da amostra restringiu-se à busca de variantes (SNPs e polimorfismos de 
inserção-deleção) contidas nos genes cuja expressão foi investigada utilizando o 
Superarray – RT2 Profiler™ PCR Array System (SA Biosciences, EUA), uma vez que 
o objetivo do projeto foi investigar os genes relacionados ao estresse oxidativo e 
defesa antioxidante. No entanto, estudos futuros estão sendo planejados para que 
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os dados do sequenciamento completo deste indivíduo sejam explorados por inteiro, 
um esforço que exige a proficiência em diversas ferramentas de bioinformática e 
análise de sequenciamento de nova geração. 
Em linhas gerais, foram identificados neste indivíduo 7144 SNPs e 
1148 polimorfismos do tipo inserção-deleção, localizados nos genes cuja expressão 
gênica foi investigada entre Jovens, Idosos e Longevos. Utilizando os algoritmos de 
predição da ferramenta snpEff (Cingolani et al, 2012), identificamos 90 variantes com 
impacto moderado ou elevado na função de 37 dos 84 genes investigados. Estas 
variantes causam modificações na sequência de aminoácidos das proteínas 
codificadas por estes genes, sendo que quatro SNPs (rs9333378 – gene MGST3, 
rs7169193 – gene DUOX1, e mais duas outras variantes não descritas previamente 
em bancos de dados de variantes genéticas, uma no gene SFTPD e outra no gene 
PRDX3) foram associados a impactos mais significativos na função dos respectivos 
genes, como ganho de códon de parada, perda de códon de início e localização em 
sítios aceptores e doadores de splicing alternativo. Informações mais detalhadas a 
respeito destas variantes estão representadas no ANEXO 8. 
Com a finalidade de investigar detalhadamente os genes 
diferencialmente expressos (BNIP3, GPX1, PRNP, GPX7, EPX, CCL5, DGKK, 
SRXN1, SIRT2), as variantes com impacto previsto baixo ou moderado foram 
resumidas na Tabela 22. Não foram identificadas variantes com efeito elevado 
nestes genes. 
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Tabela 22: Resumo das variantes identificadas no sequenciamento completo do genoma do indivíduo 
mais idoso da amostra com impacto previsto baixo ou moderado pelos algoritmos do snpEff, 
localizadas nos genes detectados como diferencialmente expressos entre os grupos estudados. 
Gene 
ID 
dbSNP135 
Alelo 
Referência 
Alelo 
Alternativo 
Genótipo 
Frequência no 
1000 Genomes 
Tipo de variante 
Impacto 
Previsto 
BNIP3 rs1050704 T C CC 0,080 Sinônima Baixo 
EPX rs11652709 G C GC 0,210 Não sinônima Moderado 
EPX rs2240815 A G AG 0,460 Sinônima Baixo 
GPX1 rs8179167 G C GC 0,005 
Ganho de códon 
de início 
Baixo 
GPX7 rs1970951 T C CC 0,850 Sinônima Baixo 
SRXN1 rs6053666 T C CC 0,390 Não sinônima Moderado 
SRXN1 - C A AA - Não sinônima Moderado 
SRXN1 - C A CA - Não sinônima Moderado 
ID dbSNP135: número identificador do banco de dados dbSNP, versão 135; dois polimorfismos do gene SRXN1 
não apresentam registro neste banco de dados; 
1000 Genomes - http://www.1000genomes.org/home (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010). 
Foram identificadas oito variantes no indivíduo Longevo com impacto 
baixo ou moderado, sendo que seis delas já haviam sido descritas previamente e 
têm suas frequências caracterizadas no dbSNP135 e no projeto 1000 Genomes (The 
1000 Genomes Project Consortium, 2010). Outras duas variantes do gene SRXN1 
não possuem essa caracterização e podem ser consideradas como variantes novas 
(Tabela 22). 
Novos projetos estão sendo propostos para realizar a genotipagem 
dessas variantes na amostra expandida de diferentes faixas etárias da população 
contemplada por este estudo. Para o presente momento, somente dados descritivos 
como os citados acima serão discutidos. 
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O presente estudo permitiu a caracterização de importantes aspectos 
epidemiológicos, fisiológicos e genéticos do sono no envelhecimento bem-sucedido, 
por meio de uma abordagem ampla de investigação. Neste sentido foi possível: 1) 
estimar a prevalência de queixas gerais de sono e identificar fatores associados em 
países em desenvolvimento; 2) caracterizar a estrutura e o padrão de sono de 
indivíduos Jovens, Idosos e Longevos acima de 85 anos por meio de registros de 
PSG e análise espectral do EEG do sono, actigrafia e questionários; 3) identificar 
padrões específicos do perfil bioquímico, hormonal e oxidativo dos indivíduos 
estudados por meio de exames laboratoriais; 4) caracterizar o perfil de expressão de 
genes relacionados ao estresse oxidativo e defesa antioxidante, além de investigar 
os mecanismos epigenéticos de regulação destes genes na longevidade; e 5) 
identificar variantes genéticas associadas à longevidade por meio da genotipagem 
de polimorfismos em uma amostra ampla de indivíduos de diversas faixas etárias e 
também com o emprego da metodologia de sequenciamento de nova geração, que 
possibilitou o sequenciamento completo do genoma do individuo mais idoso da 
amostra. 
A investigação destes aspectos é de extrema importância uma vez que 
permite uma melhor compreensão de fatores relacionados à fisiologia do 
envelhecimento e dos mecanismos que permitem ao indivíduo alcançar idades 
avançadas com sucesso. Sabe-se que o sono apresenta um papel fundamental na 
manutenção da vida e o presente estudo mostrou que padrões específicos de sono 
são mantidos na longevidade. Além disso, a fisiologia bioquímica, hormonal, 
oxidativa e molecular apresentam perfis próprios na longevidade que podem refletir a 
função do sono neste estágio da vida. 
A seguir, discutimos detalhadamente os resultados encontrados pelo 
presente estudo, confrontando os dados com aqueles já descritos em estudos 
anteriores disponíveis na literatura científica. 
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6.1 Estudo da prevalência e fatores associados a queixas de sono em 
populações de idosos acima de 65 anos em países em desenvolvimento 
O presente estudo permitiu caracterizar de forma abrangente a 
prevalência de queixas de sono e seus fatores associados em populações de idosos 
de países em desenvolvimento da América Latina e Ásia. 
6.1.1 Prevalência das queixas gerais de sono 
A prevalência ajustada de queixas de sono nos países estudados 
variou de 9,1% na China, a 37,7% na Índia. Dentre os poucos trabalhos que 
estudaram a prevalência de queixas ou de distúrbios de sono em países em 
desenvolvimento, relatos na Coreia do Sul e Taiwan mostraram prevalência de 8,2 e 
9,3%, respectivamente (Nomura et al, 2010), semelhante à população chinesa de 
nosso estudo. Além disso, estudos realizados no Uruguai, Chile e Venezuela 
descreveram que 34,7% dos indivíduos acima de 40 anos de idade relataram 
apresentar dificuldades para iniciar o sono (Bouscoulet et al, 2008). Ainda, um 
estudo realizado em Buenos Aires, São Paulo e Cidade do México mostrou que 25% 
dos indivíduos entre 18 e 77 anos relataram estar moderadamente ou gravemente 
afetados por seu problema de sono, sendo que a gravidade do problema aumentava 
com a idade (Blanco et al, 2004). 
Estudos em populações de países desenvolvidos também têm 
mostrado elevada prevalência de problemas relacionados ao sono no idoso. Nos 
Estados Unidos, uma pesquisa identificou que 43% dos idosos acima de 65 anos 
apresentavam dificuldade para iniciar ou manter o sono e 25% relataram cochilar 
durante o dia (Foley et al, 1995). Além disso, 46% dos idosos entre 65 e 74 anos e 
50% daqueles entre 75 e 85 anos referiram ter sintomas relacionados à insônia (Vaz 
Fragoso e Gill, 2007). 
A relação entre a baixa qualidade de sono e a presença de morbidades 
físicas e psicológicas é bem estabelecida, principalmente em idosos (Roepke e 
Ancoli-Israel, 2010; Crowley, 2011). De acordo com os achados do presente estudo 
e de outros trabalhos com a mesma finalidade, foi possível notar que problemas de 
sono associados ao envelhecimento apresentaram alta prevalência não só em 
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países desenvolvidos, mas também em países em desenvolvimento. Estes 
resultados indicam que uma grande parcela da população idosa mundial é 
acometida por distúrbios de sono, o que certamente está associada a um impacto 
negativo relevante na qualidade de vida e na saúde de milhões de pessoas ao redor 
do mundo. Além disso, o presente estudo contribuiu para a elucidação da 
prevalência de queixas de sono em países em desenvolvimento que, de uma forma 
geral, possuem populações pouco representadas em estudos epidemiológicos. 
6.1.2 Associação entre fatores sociodemográficos e queixas de sono 
Nosso estudo também investigou a associação entre a presença de 
queixas de sono e uma variedade de fatores sociodemográficos, de hábitos de vida 
e relacionados à saúde dos idosos nestes países em desenvolvimento. 
Três modelos de regressão de Poisson foram utilizados para a 
identificação destes fatores. No primeiro modelo, quando somente as variáveis 
sociodemográficas foram analisadas, sexo feminino e residência urbana foram 
fortemente associados à presença de queixas de sono. Os resultados combinados 
da meta-análise também confirmaram que estas variáveis foram fatores de risco 
independentes para queixas de sono em todas as populações estudadas. 
De maneira geral, todas as queixas de sono, com exceção de ronco, 
foram descritas como mais frequentes em mulheres do que em homens na 
população em geral (Krishnan e Collop, 2006; Santos-Silva et al, 2010). Em idosos 
chineses, Gu e colaboradores também identificaram que homens relatavam melhor 
qualidade de sono do que mulheres (Gu et al, 2010). A maior prevalência de 
problemas de sono nas mulheres pode estar associada a diversas condições e 
fatores de predisposição tais como aspectos hormonais e comportamentais, 
previamente descritos por Jaussent e colaboradores (Jaussent et al, 2011). 
Em relação às diferenças encontradas no local de residência, diversos 
estudos têm mostrado a associação entre residência urbana e mais relatos de 
queixas de sono na população em geral (Decker et al, 2009) e em idosos (Hays et al, 
1996), corroborando nossos achados. De forma interessante, o estilo de vida pré-
urbanizado de algumas comunidades na ilha de Okinawa, no Japão, foi descrito 
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como positivo para a qualidade de vida e de sono, e foi fortemente associado à 
longevidade nestas comunidades (Tanaka e Shirakawa, 2004). 
Na meta-análise, outro fator sociodemográfico identificado como 
associado à presença de queixas de sono foi o menor nível educacional. Uma 
pesquisa realizada nos Estados Unidos mostrou que tanto indivíduos que dormiam 
pouco quanto indivíduos que dormiam em excesso (grupos de risco para diversas 
morbidades e mortalidade), apresentaram menores níveis educacionais e baixa 
renda (Krueger e Friedman, 2009). De forma geral, maiores níveis educacionais são 
associados à melhor qualidade de vida, que por sua vez pode refletir em um sono 
mais saudável. Nossos resultados indicam que determinantes sociais também são 
importantes na caracterização de fatores associados à qualidade de sono em 
populações idosas de países em desenvolvimento. 
6.1.3 Associação entre hábitos de vida e queixas de sono 
Algumas variáveis relacionadas aos hábitos de vida também foram 
associadas à presença de queixas de sono nas populações estudadas. Idosos que 
se classificaram como menos ativos apresentaram maior risco para presença de 
queixas de sono praticamente em todos os países estudados, com resultados 
confirmados pela meta-análise. 
De fato, a realização de atividade física foi previamente descrita como 
uma intervenção capaz de melhorar diversos parâmetros objetivos e subjetivos do 
sono em idosos (King et al, 2008). Além disso, um estudo com adultos jovens 
mostrou que indivíduos que se consideram em forma possuem diversos indicadores 
favoráveis da qualidade de sono (Gerber et al, 2010). 
Estes resultados sugerem uma relação direta e positiva entre atividade 
física e qualidade do sono. Assim, programas de intervenção à população idosa 
baseados no aumento da prática de atividades físicas podem ser ferramentas 
importantes para melhorar a qualidade de sono e, consequentemente, a qualidade 
de vida desta população. 
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6.1.4 Associação entre comorbidades e queixas de sono 
As associações entre as variáveis relacionadas à saúde e à presença 
de queixas de sono são, sem dúvida, os resultados mais importantes da 
caracterização dos aspectos epidemiológicos do sono no envelhecimento. Sabe-se 
que indivíduos que relataram dormir pouco ou dormir muito em relação à média 
populacional foram considerados portadores de sono de má qualidade, o que foi 
significativamente associado a piores índices de saúde autodeclarada e pior 
qualidade de vida (Magee et al, 2011). Além disso, distúrbios de sono como a SAOS 
possuem um grande impacto em diversos aspectos da saúde e foram associados à 
hipertensão, doença cardiovascular e outros distúrbios metabólicos (Tufik et al, 
2010; Fava et al, 2011). 
No presente estudo, maiores valores na escala de dor, pior saúde 
autodeclarada, presença de déficit de memória, déficit cognitivo leve, depressão 
maior e maior número de comorbidades foram significativamente associados à 
presença de queixas de sono, inclusive verificado pelos resultados observados nas 
meta-análises. Estes resultados são consistentes com outros estudos que 
encontraram associação entre pior saúde e pior qualidade do sono, especialmente 
em populações idosas (Bazargan, 1996; Briones et al, 1996). 
De forma interessante, nossos resultados mostraram uma associação 
entre presença de demência e ausência de queixas de sono, principalmente quando 
ajustado para as outras variáveis do estudo, efeito também confirmado pelos 
resultados da meta-análise. No entanto, após a realização de um modelo backward 
stepwise para verificar quais variáveis poderiam estar mediando a associação entre 
demência e queixas de sono, a exclusão da variável número de comorbidades fez 
com que a associação deixasse de ser significativa. Estes achados indicam que a 
avaliação de outras variáveis de confusão, particularmente a presença de 
comorbidades, é determinante no estudo da associação entre demência e queixas 
de sono, em especial nos países estudados. 
Contudo, também foi encontrada associação entre déficit cognitivo e 
presença de queixas de sono, confirmada pelo resultado da meta-análise. Isso pode 
indicar que a coleta de informações de indivíduos que apresentaram diagnóstico de 
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demência pode estar prejudicada e mostrar resultados controversos referentes à 
associação com queixas de sono. Assim, para a melhor avaliação desta associação, 
estudos de cunho longitudinal utilizando rigor no desenho experimental e na coleta 
de dados devem ser realizados para verificar a interação entre demência e o número 
de comorbidades antes de descartar a influência da demência e déficit cognitivo 
sobre a qualidade de sono do idoso. 
6.1.5 Limitações do estudo 
Embora seja amplo e bem desenhado, este estudo apresentou 
algumas limitações que devem ser levadas em consideração na interpretação dos 
resultados. Inicialmente, a caracterização das queixas de sono foi baseada em uma 
única e ampla pergunta e, dessa forma, a influência de fenótipos mais específicos 
relacionados ao sono como a sonolência excessiva diurna, insônia, distúrbios 
respiratórios do sono e distúrbios do movimento não pôde ser avaliada. Além disso, 
esse critério amplo de definição também pode superestimar a prevalência de 
queixas de sono, conforme previamente discutido em um estudo que utilizou uma 
questão semelhante para descrever esta prevalência em populações idosas na 
Europa (Fok et al, 2010). 
6.1.6 Considerações finais 
Associados ao envelhecimento, o aumento da incidência de doenças 
crônicas e eventos estressantes e emocionais apresentam um impacto substancial 
na qualidade de sono. Ainda, a pior qualidade de sono no idoso é considerada um 
grave problema de saúde, estando associada à baixa qualidade física e mental e ao 
aumento na taxa de mortalidade (BaHammam e Pandi-Perumal, 2010). Assim, 
embora o presente estudo tenha sido capaz de estabelecer diversos fatores 
associados à qualidade do sono na população idosa de países em desenvolvimento, 
há uma urgente necessidade de realização de estudos longitudinais, investigando as 
causas que levam à saúde debilitada e a influência da qualidade de sono nesses 
processos. 
Uma vez tendo caracterizado que a alta prevalência de queixas de 
sono na população idosa seja um grave problema de saúde pública e que exista 
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uma forte relação entre a boa qualidade de sono e a manutenção da saúde em 
idosos, torna-se necessária a investigação de possíveis aspectos fisiológicos e 
genéticos do sono em indivíduos que conseguiram alcançar com sucesso e saúde 
idades avançadas. O objetivo desse tipo de abordagem é identificar padrões nestes 
indivíduos que possam servir como estratégias para oferecer à população idosa uma 
alternativa para obter melhorias na qualidade de sono, de vida e consequentemente 
de saúde. As seções seguintes descrevem os resultados encontrados na 
investigação dos aspectos fisiológicos e genéticos do sono no envelhecimento bem-
sucedido. 
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6.2 Avaliação do padrão de sono, do perfil bioquímico, hormonal e oxidativo, 
da expressão gênica e de sua regulação entre indivíduos Jovens, Idosos 
e Longevos 
6.2.1 Estrutura e padrão do sono no envelhecimento e na longevidade 
A caracterização dos aspectos fisiológicos do sono em indivíduos 
Longevos permitiu interpretar o possível papel do sono na manutenção de um 
organismo funcional e com saúde em idades avançadas. Um dos principais 
resultados do presente estudo, em relação à estrutura e ao padrão de sono, foi que 
indivíduos Longevos apresentaram uma manutenção da porcentagem do estágio N3 
do sono NREM e da potência espectral de delta neste estágio do sono, quando 
comparados aos indivíduos Idosos. Além disso, Longevos apresentaram um padrão 
de sono estritamente regular, com pouca variação nos horários de dormir, acordar e 
cochilar durante o dia, quando comparados aos outros grupos. Estes resultados 
indicam um padrão de sono específico de idades avançadas que podem explicar 
alguns aspectos fisiológicos apresentados por estes indivíduos. 
Alterações na estrutura do sono são de fato esperadas com o 
envelhecimento e estudos têm mostrado que idosos apresentam capacidade 
reduzida para iniciar e manter o sono, mas não apresentam redução da necessidade 
de dormir (Cooke e Ancoli-Israel, 2006). Nossos resultados corroboraram estes 
estudos em relação à diminuição do tempo total de sono e da eficiência do sono, 
além do aumento no número de despertares, movimentos periódicos de pernas e 
IAH já descritos no envelhecimento de uma forma geral (Dement et al, 1985; Bliwise, 
1993), caracterizando o sono do idoso como fragmentado. Além disso, Hoch e 
colaboradores descreveram a presença de distúrbios respiratórios do sono em 
idosos e mostraram que a gravidade destes distúrbios aumenta com a idade, mesmo 
em idosos saudáveis (Hoch et al, 1990). 
Portanto, tanto a duração quanto a eficiência do sono podem estar 
comprometidas com o aumento do número de despertares e tempo desperto após o 
início do sono, como consequência do aumento do número de eventos de apneia e 
hipopneia ou de distúrbios de movimento durante o sono. Nota-se que este 
fenômeno é exacerbado na longevidade e está diretamente relacionado à redução 
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da qualidade do sono nesta faixa etária, conforme detectado pela redução na 
quantidade de sono REM, maior proporção de estágios superficiais do sono, como o 
estágio N1, além da presença de declínio de alguns aspectos físicos e cognitivos, 
evidenciados pelos piores resultados no IABVD e no MEEM dos Longevos em 
relação aos Idosos. 
Wauquier e colaboradores também descreveram a estrutura do sono 
em 14 idosos saudáveis do sexo masculino e feminino, com idades variando entre 
88 e 102 anos (Wauquier et al, 1992). Este estudo focou na detecção de diferenças 
no padrão de sono relacionadas ao gênero dos indivíduos e identificou que idosos 
do sexo masculino apresentaram menor tempo total de sono, menor latência para o 
sono REM e diminuição do sono de ondas lentas em relação às idosas. No entanto, 
não foram feitas comparações com idosos mais jovens ou com adultos jovens. 
Em estudos anteriores, também foi descrita a redução no sono de 
ondas lentas associada ao envelhecimento (para revisão, ver Cirelli, 2012). De forma 
interessante, no presente estudo, embora tenhamos detectado uma leve redução da 
porcentagem de estágio N3 em Idosos e Longevos em relação aos Jovens, essas 
diferenças não foram significativas. Estes resultados contraditórios podem ser 
explicados pelo pequeno tamanho amostral de nossa casuística, configurando uma 
redução no poder estatístico para detectar estas diferenças como significativas. 
Da mesma forma, quando Longevos foram comparados com Idosos, 
também não houve diminuição da porcentagem do estágio N3, nem na potência 
espectral de delta neste estágio do sono. Uma meta-análise representando mais de 
3500 indivíduos de todas as faixas etárias (5 a 102 anos) encontrou que com o 
envelhecimento ocorre um aumento da proporção de estágio 1 e estágio 2 do sono 
NREM além da redução do sono de ondas lentas e do sono REM. No entanto, assim 
como observado em nossos achados, quando somente indivíduos idosos eram 
incluídos na análise, a redução no sono de ondas lentas deixou de ser significativa 
(Ohayon et al, 2004). Deste modo, pode-se sugerir que tanto o envelhecimento 
saudável quanto a longevidade parecem influenciar nos padrões específicos do EEG 
do sono. Ainda, em conjunto com os resultados da estrutura do sono, sugere-se que 
a manutenção tanto em quantidade (porcentagem de estágio N3) quanto em 
qualidade (potência espectral de delta no estágio N3) do sono de ondas lentas seja 
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essencial em todos os estágios da vida e não está sujeita à redução em idades 
avançadas quando comparada a idosos mais novos. 
Nosso estudo também mostrou que com o aprofundamento do sono 
(passagem do estágio N1 ao N2 e do N2 ao N3), a potência espectral de delta 
aumentou progressivamente e de forma mais linear nos Longevos, assim como a 
potência espectral de teta também diminuiu de forma mais linear neste grupo em 
relação aos Idosos e Jovens. Sabe-se que é possível estimar a propensão ou 
pressão de sono por meio da potência espectral de delta no sono NREM durante a 
noite. Um estudo interessado em detectar a resposta homeostática durante a noite 
frente à presença de cochilos durante o dia mostrou que em idosos, essa resposta 
era mantida da mesma forma que em jovens (Campbell e Feinberg, 2005). Estes 
resultados sugerem que mesmo em idades avançadas, deva haver uma quantidade 
mínima de sono de ondas lentas, essencial para a manutenção dos processos 
fisiológicos básicos, além de haver respostas adequadas frente a perturbações na 
homeostase do sono. 
Dessa forma, assim como proposto por estudos anteriores (Bliwise, 
1993; Ancoli-Israel, 1997; Cooke e Ancoli-Israel, 2006), o envelhecimento leva a uma 
redução da capacidade, mas não da necessidade de dormir. Como observamos que 
o estágio REM apresentou uma drástica redução em Longevos quando comparado 
aos outros grupos estudados e que o sono de ondas lentas não foi sujeito a 
perturbações mais graves, os nossos resultados sugerem pela primeira vez que este 
último seja essencial para a manutenção do envelhecimento bem-sucedido e da 
longevidade em humanos. 
Entretanto, é importante ressaltar que estes resultados precisam ser 
confirmados em estudos com maior número amostral e utilizando as normas para 
estagiamento do sono de acordo com o Manual Padrão para Estagiamento do Sono 
e Eventos Associados da Academia Americana de Medicina do Sono de 2007 (Iber 
et al, 2007), assim como no presente trabalho. A grande maioria dos estudos citados 
referentes à estrutura do sono em idosos foi realizada utilizando as regras de 
estagiamento do manual proposto por Retschaffen e Kales em 1968 (Rechtschaffen 
e Kales, 1968), que categorizava o sono NREM em quatro estágios (estágio 1, 2, 3 e 
4). De acordo com este estagiamento, o sono de ondas lentas era considerado como 
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a proporção de estágio 3 somada à proporção do estágio 4. Relatos recentes têm 
mostrado que o manual proposto em 1968 pode subestimar a quantidade de sono 
de ondas lentas, uma vez que utiliza critérios ligeiramente diferentes para o 
estagiamento deste estágio de sono (Moser et al, 2009). Assim, embora nosso 
estudo apresente uma forte indicação da participação do sono de ondas lentas na 
manutenção da longevidade, a interpretação deve ser realizada com cautela e os 
resultados devem ser confirmados de maneira adequada. 
Em relação às outras faixas de frequência investigadas pela análise 
espectral do EEG do sono, nossos resultados mostraram padrões específicos da 
potência de teta no estágio N1, assim como da potência de alfa e beta, 
principalmente nos estágios N3 e REM (Figuras 11, 12 e 13), evidenciando a 
presença de uma assinatura específica do EEG do sono na longevidade em 
humanos. 
A ativação cortical está diretamente relacionada ao aumento da 
potência espectral de bandas de alta frequência no EEG e estudos têm mostrado um 
aumento da potência de beta no sono, com o aumento da idade (Carrier et al, 2001). 
Embora nosso estudo tenha identificado este padrão em Idosos, o mesmo não 
aconteceu para Longevos, sugerindo que o cérebro destes indivíduos possa estar 
menos sujeito à ativação cortical quando comparado ao dos Idosos. Neste sentido, 
estas evidências sugerem que o cérebro, em idades mais avançadas, pode 
responder de forma diferente à ativação cortical durante o sono. No entanto, estudos 
de neuroimagem longitudinais e em amostras maiores devem ser realizados com o 
objetivo de confirmar as alterações no neurodesenvolvimento que possam levar ao 
aparecimento dos padrões identificados nos indivíduos Longevos no presente 
estudo. 
Distúrbios de sono em geral têm a prevalência aumentada com o 
envelhecimento (Roepke e Ancoli-Israel, 2010), embora ainda não seja claro se a 
idade é responsável por causar as alterações que levam ao aparecimento de 
distúrbios de sono ou o oposto (BaHammam e Pandi-Perumal, 2010). Os distúrbios 
mais comuns em idosos são insônia, distúrbios respiratórios do sono (como a 
SAOS), distúrbio comportamental do sono REM e síndrome dos movimentos 
periódicos de membros durante o sono (Crowley, 2011). O IAH mensurado no 
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presente estudo mostrou-se elevado em Longevos e Idosos em relação a Jovens. 
Estes dados confirmam o efeito da idade sobre o IAH e, consequentemente, sobre o 
risco e gravidade da SAOS. 
Outras variáveis ligadas às consequências da SAOS também foram 
identificadas no estudo, como menores valores da saturação média e mínima da 
oxiemoglobina em indivíduos Idosos e Longevos, quando comparados aos Jovens. 
Além disso, foi encontrado um aumento significativo no índice de movimentos 
periódicos de pernas quando Idosos e Longevos eram comparados a Jovens, 
corroborando o efeito da idade sobre esse índice e sobre a fragmentação do sono 
associada ao envelhecimento. 
Outro resultado interessante e confirmado em estudos sobre o padrão 
de sono no idoso (Cooke e Ancoli-Israel, 2006; Cirelli, 2012) foi a presença do 
avanço de fase, nitidamente caracterizado em indivíduos Longevos, mas também 
presente em indivíduos Idosos, observado tanto pelo questionário de Horne Ostberg 
de Matutinidade e Vespertinidade quanto pelos registros obtidos pela actigrafia. A 
preferência matutina e o avanço de fase decorrentes do envelhecimento são eventos 
bem descritos na literatura (Cooke e Ancoli-Israel, 2006; Cirelli, 2012). Acredita-se 
que estes eventos estejam associados à incapacidade do idoso em manter o padrão 
de sono em fases circadianas específicas, decorrentes de um possível 
enfraquecimento da regulação circadiana de processos fisiológicos comuns ao 
envelhecimento (Edwards et al, 2010). Além disso, em nosso estudo, Longevos 
apresentaram padrões de sono estritamente regulares, verificado pelos resultados 
dos registros da actigrafia e do diário de sono. De forma geral, estes indivíduos 
dormem, acordam e realizam cochilos praticamente no mesmo período circadiano, o 
que vai de encontro à hipótese de enfraquecimento da regulação circadiana 
associada à idade, sugerindo que Longevos possam estar sujeitos à ação de outros 
sincronizadores determinantes do seu padrão de atividade e repouso para manter 
essa regularidade. 
Estudos investigando o aumento da longevidade em Caenorhabditis 
elegans mostraram que vias metabólicas associadas à resistência contra desafios 
osmóticos, oxidativos e patológicos variam com a idade (Simonetta et al, 2008; Zhou 
et al, 2011; Tevy et al, 2013). Sugere-se que estes processos estão sujeitos a uma 
111 
 
 
1
1
1
 
modulação circadiana, indicando a existência de mecanismos moleculares 
possivelmente preservados em humanos (Myers e Badia, 1995; Touitou e Haus, 
2000). Assim, estes mecanismos podem permitir maior adaptação às mudanças 
promovidas pelo envelhecimento, como resultado das alterações circadianas 
presentes nesta fase da vida. Ainda, é possível que um sincronizador social 
extrínseco seja importante na determinação do padrão de sono em Longevos. 
Indivíduos nesta faixa etária estão normalmente aposentados, vivem com certa 
dependência de seus familiares e não realizam as mesmas atividades que 
realizavam em idades mais jovens. Estas mudanças certamente acarretam 
alterações no padrão de sono destes indivíduos e podem explicar em parte esta 
transição de ritmo presente na longevidade. 
Ao retomarmos os estudos realizados na ilha de Okinawa, no Japão, 
observamos que em indivíduos que se classificaram como portadores de boa 
qualidade de sono, os padrões regulares de sono estavam associados tanto a 
hábitos de vida mais saudáveis quanto à adaptabilidade emocional (Taira et al, 
2002). Além disso, centenários japoneses apresentaram hábitos específicos que 
incluíam períodos regulares de sono noturno e pequenos períodos de sono à tarde, 
além também de hábitos de vida saudáveis e alimentação adequada (Tanaka e 
Shirakawa, 2004). Estes fatores certamente podem contribuir para a melhor 
qualidade de vida, capacidade de sobrevivência e competência para alcançar idades 
avançadas. 
É importante ressaltar que este é o primeiro estudo a caracterizar o 
padrão de sono regular em indivíduos longevos por meio de registros de actigrafia. 
Um estilo de vida regular em termos de exposição à luz do dia, atividade física, ciclo 
vigília-sono e padrões alimentares parece possuir um efeito benéfico na saúde e 
auxilia na manutenção da sincronização adequada em indivíduos idosos (Tevy et al, 
2013). Assim, em conjunto com os resultados previamente descritos na literatura, 
podemos propor a hipótese de que uma maior regularidade na vida possa ser um 
dos principais fatores associados a hábitos de vida saudáveis ,e consequentemente, 
ao envelhecimento saudável e bem-sucedido (Walker, 1996). No entanto, para 
confirmar nossa hipótese, estudos longitudinais com foco na caracterização da 
regularidade no estilo de vida, incluindo a regularidade do sono, são essenciais e 
extremamente necessários para o melhor entendimento da biologia da longevidade. 
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Em resumo, o presente estudo permitiu a caracterização detalhada da 
estrutura e do padrão de sono em indivíduos que alcançaram idades avançadas 
além de corroborar achados relativos às alterações no padrão do sono que ocorrem 
com o envelhecimento. Estes resultados certamente contribuirão para a melhor 
compreensão do papel do sono nas funções fisiológicas específicas do organismo 
no envelhecimento bem-sucedido e na longevidade. 
6.2.2 Perfil bioquímico, hormonal e oxidativo no envelhecimento e na 
longevidade 
Em paralelo à caracterização da estrutura e padrão de sono de 
indivíduos que alcançaram com sucesso idades avançadas, esse estudo foi capaz 
de identificar padrões bioquímicos, hormonais e oxidativos específicos do 
envelhecimento bem-sucedido, que além de fornecerem pistas sobre os 
mecanismos fisiológicos envolvidos na manutenção do organismo, podem ser 
reflexos dos padrões de sono identificados previamente. 
Em relação aos níveis bioquímicos, foram encontrados menores níveis 
de albumina em Longevos quando comparados aos Jovens, embora estes 
resultados ainda estejam dentro dos níveis de referência para esta dosagem. A 
albumina é uma das proteínas mais importantes produzidas pelo fígado e tem sido 
usada como marcador do estado nutricional do organismo, inflamação e perda 
muscular associada à idade (Hausman et al, 2012). Corroborando nossos achados, 
estudos em centenários mostraram que tanto os níveis de proteínas totais quanto de 
albumina estavam diminuídos quando comparados a idosos mais jovens (Chan et al, 
1997; Chan et al, 1999). Além disso, baixos níveis de albumina também foram 
associados à mortalidade em idosos hospitalizados (Kitamura et al, 2010). Assim, a 
leve redução da albumina encontrada em nosso estudo pode refletir a função 
debilitada de alguns órgãos importantes como o fígado em idades avançadas, no 
entanto não pode ser considerada como fator de risco para mortalidade ou 
fragilidade em idosos uma vez que Longevos apresentaram, em média, níveis de 
albumina dentro da normalidade. 
Níveis de glicose também se encontraram elevados em Idosos e 
Longevos em relação a Jovens, o que também reflete disfunções orgânicas que 
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deixam o organismo do indivíduo idoso mais vulnerável a sofrer alterações e não 
permitem um controle eficiente nos níveis de glicose e insulina no sangue, por 
exemplo, por déficit de secreção e recaptação hepática de insulina (Tessari, 2000). 
No entanto, estudos têm mostrado que a regulação do metabolismo da glicose é 
mantida em centenários e que os níveis de glicose muitas vezes são até menores do 
que os de idosos mais jovens (Barbieri et al, 2003). Uma vez que a nossa casuística 
continha indivíduos acima de 85 anos, e não exclusivamente centenários, os níveis 
de glicose detectados nos Longevos podem não ter sido suficientes para discriminar 
este efeito. 
A participação de aspectos do metabolismo da glicose na longevidade 
é bem descrita na literatura e diversos mecanismos fisiológicos e moleculares já 
foram propostos, desde estudos de expressão gênica (de Magalhaes et al, 2009; 
Spazzafumo et al, 2011) até estudos relacionando o estresse oxidativo, a 
longevidade e a regulação da glicose (Barbieri et al, 2003). Além disso, o sono de 
ondas lentas, que está associado à diminuição do consumo de glicose no cérebro, 
quando deficiente, foi associado ao aumento do risco de diabetes tipo 2 (Van Cauter 
et al, 2008), corroborando, em parte, a manutenção do sono de ondas lentas na 
longevidade proposta pelo nosso estudo. Dessa forma, a investigação mais 
detalhada destes mecanismos em estudos com maior tamanho amostral de 
indivíduos centenários em que o sono, em especial o sono de ondas lentas, também 
seja verificado, permitirá a melhor caracterização dos eventos biológicos associados 
à longevidade. 
Provavelmente um dos resultados mais interessantes do perfil 
bioquímico identificado no presente estudo foi o referente ao perfil lipídico dos 
indivíduos Longevos em relação aos Idosos e Jovens. Em reação à fração de VLDL 
e aos níveis de triglicérides, indivíduos Longevos apresentaram resultados que se 
assemelharam aos obtidos pelos Jovens e menores do que os encontrados pelos 
Idosos. Além disso, Longevos apresentaram maiores níveis de HDL que Idosos e até 
mesmo que Jovens. 
Sabe-se que elevados níveis de colesterol, triglicérides e VLDL e 
baixos níveis de HDL são importantes fatores preditores de eventos 
cardiovasculares (Cullen, 2000) e podem refletir uma reduzida capacidade de 
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regulação da homeostase metabólica, normalmente encontrada no envelhecimento 
(Mazzotti et al, 2011). Os resultados encontrados neste e em estudos anteriores 
(Cullen, 2000; Alwaili et al, 2010) indicam que níveis aumentados de HDL e 
diminuídos de VLDL e triglicérides podem ser importantes na proteção contra 
eventos cardiovasculares e podem contribuir para que os indivíduos alcancem 
idades mais avançadas livres destes eventos. Além disso, o HDL já foi descrito como 
uma lipoproteína de importante efeito antiaterogênico (Kontush e Chapman, 2006), 
além de possuir propriedades antioxidantes (Boes et al, 2009). Níveis aumentados 
de HDL em indivíduos acima de 80 anos já foram relatados em comparação a 
indivíduos de meia-idade (Nikkila e Heikkinen, 1990). Dessa forma, o presente 
estudo corroborou achados importantes em relação a essa lipoproteína, e o estudo 
mais detalhado de seu metabolismo e de seus efeitos antioxidantes podem revelar 
informações importantes sobre seu papel na longevidade. 
Evidências experimentais e epidemiológicas têm mostrado que 
perturbações do sono de ondas lentas podem ser responsáveis pela falta da 
regulação hormonal adequada, além de terem sido identificadas como fatores de 
risco para diabetes tipo 2 e obesidade (Van Cauter et al, 2008). O presente estudo 
mostrou que a longevidade é acompanhada pela manutenção do sono de ondas 
lentas, o que pode explicar a manutenção adequada do metabolismo de carboidratos 
e lipídeos, além de permitir um melhor controle hormonal e do apetite. Estes 
resultados podem refletir no melhor perfil lipídico encontrado em Longevos, em 
relação aos outros grupos estudados e explicar uma possível relação entre o sono 
de ondas lentas, o metabolismo lipídico e a longevidade. 
De forma complementar ao fato de indivíduos Longevos apresentarem 
padrões de sono estritamente regulares, pode ocorrer a sincronização adequada da 
liberação hormonal associada ao controle do metabolismo que, associada à dieta 
mais saudável normalmente relatada por indivíduos que alcançam idades mais 
avançadas, podem contribuir para a diminuição do risco cardiovascular e 
consequentemente favorecer a longevidade. Curiosamente, um estudo realizado em 
Drosophila melanogaster mostrou que o aumento da ingestão calórica acelerou uma 
série de processos relacionados ao envelhecimento, diminuiu o tempo de vida dos 
animais desta espécie e causou importantes perturbações do sono (Yamazaki et al, 
2012). Estes resultados reforçam a relação entre o metabolismo energético, o sono e 
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a longevidade, mesmo em organismos mais simples na escala evolutiva, o que 
sugere a existência de mecanismos moleculares conservados envolvendo estes três 
processos. 
O perfil hormonal investigado no presente estudo também apresentou 
resultados interessantes. Diferenças importantes nos níveis de LH, FSH, prolactina, 
progesterona e testosterona total e livre foram encontradas. Níveis de LH e FSH 
aumentaram gradativamente com a idade, enquanto níveis de progesterona, e 
testosterona diminuíram. Estudos anteriores identificaram que as variações dos 
hormônios sexuais no indivíduo idoso do sexo masculino estão diretamente 
relacionadas à diminuição do bem estar, atividade sexual e disfunção erétil, aumento 
no risco de osteoporose e quedas, diminuição da imunocompetência e aumento do 
risco para doenças cardiovasculares e distúrbios do sono (Lunenfeld, 2001). O 
presente estudo também identificou que as alterações hormonais foram ainda mais 
acentuadas em idades avançadas. 
As alterações nos níveis hormonais reprodutivos observados nos 
Longevos podem ser decorrentes tanto da deficiência na regulação do eixo 
hipotálamo-hipófise-gônada e de interações autócrinas e parácrinas, como de efeitos 
em células-tronco testiculares, defeitos na arquitetura dos testículos e na 
espermatogênese (Amaral et al, 2013). Diversas evidências apontam para o papel 
do acúmulo do dano oxidativo como um dos responsáveis por estas alterações, 
associadas a modificações no metabolismo energético mitocondrial (para revisão ver 
Amaral et al, 2013). Além disso, estudos recentes buscaram a conexão entre o 
metabolismo lipídico, a longevidade e o sistema reprodutivo em diversas espécies 
(Hansen et al, 2013). Embora os mecanismos envolvidos ainda não sejam bem 
esclarecidos, diversos aspectos já foram descritos, como por exemplo, a relação 
entre o aumento da reprodução e o decréscimo da longevidade, assim como a 
presença de mutações em alguns animais, capazes de estender o tempo de vida, 
mas de reduzir a capacidade reprodutora, ou mesmo a obesidade associada à 
diminuição da longevidade (Hansen et al, 2013). 
Em relação à prolactina, Idosos apresentaram níveis mais baixos deste 
hormônio em relação ao de Jovens e Longevos, e as concentrações de prolactina 
identificadas em indivíduos Longevos foram comparáveis àquelas apresentadas 
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pelos Jovens, o que pode sugerir um efeito específico da longevidade, ainda não 
totalmente esclarecido. Um estudo recente indicou um aumento de prolactina em 
mulheres centenárias quando comparadas a mulheres jovens e no começo da vida 
idosa. Neste trabalho, foi sugerido que a liberação acentuada de prolactina possa 
ser resultante de uma perturbação no seu controle regulatório (Baranowska et al, 
2007) associada à presença de fibrose, necrose, deposição de ferro e formação de 
adenoma na hipófise de indivíduos idosos (Rehman e Masson, 2001). Além disso, a 
liberação circadiana deste hormônio, assim como a de melatonina e de hormônio do 
crescimento, sofrem alterações de forma que sua secreção noturna possa estar 
prejudicada em idosos (van Coevorden et al, 1991). Os resultados destes estudos 
sugerem que o avanço da idade parece influenciar nos níveis de prolactina de 
maneira importante, evidenciando a necessidade de estudos mais detalhados sobre 
o papel deste hormônio em idades avançadas. 
Por fim, em relação ao perfil oxidativo, foram encontradas diferenças 
significativas somente quando a capacidade antioxidante total era avaliada entre os 
três grupos, mostrando que Longevos apresentaram menor capacidade antioxidante 
total do que Idosos. Embora estudos anteriores tenham descrito que a longevidade 
em diversos organismos estava associada a maiores níveis de defesa antioxidante 
(Mecocci et al, 2000; Speakman e Selman, 2011), o presente estudo não observou 
este achado. Além disso, a diferença encontrada na capacidade antioxidante total 
entre os grupos é muito pequena e está dentro dos limites da normalidade para esse 
parâmetro. 
6.2.3 Análise da expressão gênica e de seus mecanismos epigenéticos 
Na tentativa de caracterizar os aspectos moleculares do estresse 
oxidativo na longevidade, o perfil de expressão de genes relacionados ao estresse 
oxidativo e defesa antioxidante foi investigado nos Jovens, Idosos e Longevos 
estudados. Sabe-se que a hipótese do estresse oxidativo do envelhecimento é uma 
das mais relevantes, capaz de explicar o déficit de função associado à idade em 
diversos sistemas (Harman, 1956; Kregel e Zhang, 2007; Buffenstein et al, 2008). No 
entanto, estudos pesquisando o perfil de expressão de genes relacionados ao 
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estresse oxidativo e seus mecanismos de regulação epigenética em sangue 
periférico de humanos ainda são escassos. 
A análise da expressão gênica permitiu a identificação de 9 genes 
diferencialmente expressos entre Jovens, Idosos e Longevos, que puderam ser 
classificados em três classes de acordo com seu perfil de expressão: 1) Genes 
diferencialmente expressos somente entre Jovens e Idosos, ou seja, aqueles que 
apresentaram expressão semelhante entre Jovens e Longevos e poderiam fornecer 
informações sobre mecanismos envolvidos na longevidade e como os mesmos se 
assemelhariam a condições moleculares de indivíduos Jovens; 2) Genes 
diferencialmente expressos nos Idosos e Longevos em relação aos Jovens, ou seja, 
genes envolvidos no processo do envelhecimento e 3) Genes diferencialmente 
expressos somente entre Jovens e Longevos, ou seja, genes com ativação 
específica durante a longevidade. 
Para dois dos genes identificados como diferencialmente expressos 
(SIRT2 e CCL5), foi possível descrever mecanismos epigenéticos possivelmente 
envolvidos na regulação de sua expressão em sangue periférico nos indivíduos 
estudados. Uma breve descrição de cada gene é mostrada abaixo, com ênfase nos 
genes sujeitos aos possíveis mecanismos de regulação epigenética avaliados 
(metilação do DNA e expressão de miRNA). 
6.2.3.1 SIRT2 
Destacamos em nosso estudo os resultados concordantes entre a 
análise da expressão gênica de SIRT2 e os mecanismos epigenéticos avaliados em 
sangue periférico de Longevos. Observamos um aumento da sua expressão, 
acompanhado pela diminuição da taxa de metilação em diversos sítios CpG na 
região promotora deste gene e pela diminuição da expressão do hsa-miR-1275, um 
possível regulador negativo da expressão de SIRT2. 
O gene SIRT2 está localizado no cromossomo 19q13 e codifica a 
proteína SIRT2 (sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 2 (S. 
cerevisiae)), pertencente à família das sirtuínas. As sirtuínas foram inicialmente 
descritas em Saccharomyces cerevisiae com o nome de silent information regulator 
2 (Sir2) (Rine e Herskowitz, 1987; Donmez, 2012) e classificadas como histona 
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desacetilases. Sua função compreende a remoção de radicais acetil de resíduos de 
lisina em histonas e outras proteínas por meio de hidrólise, utilizando uma 
nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) como cofator. Devido a sua atividade 
enzimática, as sirtuínas são muito importantes para diferentes funções celulares, 
uma vez que estão envolvidas na regulação da expressão e silenciamento gênico 
(Donmez, 2012). 
As sirtuínas são parte de uma família de proteínas muito conservadas 
desde procariotos e, até o momento, 7 homólogos com diferentes atividades 
enzimáticas foram descritos na espécie humana (SIRT1-SIRT7) (Imai e Guarente, 
2010). A localização celular dos homólogos das sirtuínas também difere sendo que 
SIRT1, SIRT6 e SIRT7 desempenham sua função predominantemente no núcleo; 
SIRT3, SIRT4 e SIRT5 na mitocôndria; e SIRT2 no citoplasma (Donmez, 2012). 
De forma geral, estudos têm mostrado que as sirtuínas exercem um 
papel importante na adaptação frente a estímulos ambientais como estresse celular 
e restrição calórica (Imai e Guarente, 2010) e, por este motivo, são muito estudadas 
como reguladores de processos relacionados ao envelhecimento e à longevidade 
em diversos organismos (Tissenbaum e Guarente, 2001; Howitz et al, 2003; Rogina 
e Helfand, 2004). Recentemente, um estudo mostrou que o aumento da expressão 
de SIRT3 estava associado à regeneração celular mediada por células tronco em 
ratos idosos, indicando um possível papel restaurador desta sirtuína frente às 
alterações decorrentes do envelhecimento (Brown et al, 2013). Além disso, a 
importância das sirtuínas na regulação de processos biológicos fundamentais é bem 
estabelecida e tem sido mostrado que estas proteínas apresentam uma série de 
efeitos benéficos contra diversas doenças associadas ao envelhecimento como a 
síndrome metabólica, o câncer e as doenças neurodegenerativas (Donmez, 2012), 
sendo assim fortes candidatas na regulação da longevidade também em humanos. 
Em relação à SIRT2 especificamente, embora sua localização seja 
primariamente citoplasmática, esta proteína também está implicada no controle do 
ciclo celular e é considerada uma molécula reguladora do término da mitose durante 
a divisão celular (Harting e Knoll, 2010). Estudos têm indicado que SIRT2 possa 
atuar como inibidor da proliferação celular, uma vez que foi observada uma redução 
da sua expressão em gliomas (Hiratsuka et al, 2003). 
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O presente estudo identificou um aumento na expressão de SIRT2 em 
indivíduos Longevos quando comparados aos outros grupos. No mesmo sentido, 
também foi encontrado um aumento da expressão da proteína SIRT2 em condições 
de restrição calórica e estresse oxidativo no tecido adiposo e fígado de 
camundongos (Wang et al, 2007). Estes achados indicam que a expressão de SIRT2 
possa ser regulada por situações como a diminuição da defesa antioxidante 
presente no envelhecimento ou em situações de estresse como a restrição calórica 
(Green et al, 2011). Embora a avaliação nutricional dos Longevos não tenha sido 
realizada, sugerimos que o melhor perfil lipídico desses indivíduos esteja relacionado 
a uma alimentação mais adequada com baixos níveis de ingestão de calorias, o que 
poderia estar associado ao aumento da expressão de SIRT2. É possível, portanto, 
inferir que este gene participe da regulação da longevidade em humanos por meio 
de mecanismos associados à redução na ingestão de calorias. 
Os resultados encontrados no padrão de sono de indivíduos Longevos 
também reforçam o papel do metabolismo energético e uma possível relação entre 
restrição calórica, sono e longevidade. A manutenção do sono de ondas lentas e os 
padrões de sono regulares nos Longevos podem estar associados ao perfil lipídico 
favorável presente nestes indivíduos, corroborando estudo recente que descreveu 
aumento da ingestão calórica em Drosophila melanogaster e consequente 
perturbação do sono e redução da longevidade (Yamazaki et al, 2012). Assim, 
podemos propor a hipótese de que a relação entre o controle do metabolismo 
energético e a manutenção do sono no favorecimento da longevidade seja mediada 
por mecanismos moleculares possivelmente relacionados ao gene SIRT2 e suas 
vias regulatórias. 
Ainda, de forma interessante, e fortalecendo nossos achados, foi 
encontrada uma redução na taxa de metilação da região promotora deste gene em 
indivíduos Longevos quando comparados aos Jovens. Sabe-se que a metilação do 
DNA é um dos mecanismos mais importantes da regulação da expressão gênica e 
sofre diversas alterações com o envelhecimento (Bollati et al, 2009; Rivera e 
Bennett, 2010). Estudos em genes específicos têm mostrado que o padrão de 
metilação do DNA em genes envolvidos em diversas vias intracelulares tais como 
genes supressores de tumor, genes de crescimento e desenvolvimento celular, 
adesão célula-célula, metabolismo, reparo do DNA e controle na transmissão de 
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sinal está sujeito a modificações inerentes à idade, de maneira célula- e tecido-
específica (Christensen et al, 2009; Gentilini et al, 2012; Winnefeld e Lyko, 2012). No 
entanto, ainda não haviam sido descritas alterações no padrão de metilação de 
genes especificamente envolvidos no estresse oxidativo em humanos com o 
envelhecimento. Assim, além de permitir a identificação do gene SIRT2 como 
possível modulador da longevidade, este estudo também aponta seu padrão de 
metilação como um marcador do envelhecimento bem-sucedido em humanos. 
Semelhantemente, o estudo de miRNAs envolvidos na regulação de 
genes relacionados ao estresse oxidativo em humanos são ainda incipientes. Alguns 
estudos identificaram a participação de miRNAs como o miR-1, miR-145 e miR-140 
no envelhecimento e na longevidade. Estes miRNAs participam de processos 
relacionados ao efeito da insulina, IGF-1, IGF1-R (receptor de IGF-1) e ISR-1 
(receptor do substrato de insulina 1), assim como na secreção de insulina e no 
metabolismo lipídico (D'Aquila et al, 2013). 
O hsa-miR-1275, identificado pelo nosso estudo como possível 
regulador da expressão de SIRT2, apresentou expressão reduzida no sangue 
periférico de Longevos. A diminuição da expressão deste miRNA possivelmente 
contribuiu para o aumento da expressão de SIRT2 observada nestes indivíduos e 
também pode ser considerado uma molécula alvo para a manutenção da 
longevidade em humanos. Outro estudo investigando a função do miR-1275 mostrou 
que sua inibição foi capaz de induzir a expressão proteica em oligodendrócitos, além 
de suprimir a proliferação de células tumorais em modelo de glioblastoma 
(Katsushima et al, 2012). Conforme citado anteriormente, acredita-se que SIRT2 
também influencie na inibição da proliferação celular (Harting e Knoll, 2010), 
explicando, em parte, a ligação entre a expressão de miR-1275 e a redução no 
controle da proliferação celular, observada em estudos anteriores. 
O papel do miR-1275 no envelhecimento ainda pode ser corroborado 
pela localização celular em que este miRNA exerce sua função. Um estudo recente 
descreveu que uma série de miRNAs transcritos no núcleo, inclusive o miR-1275, 
exercem funções específicas na mitocôndria (Bandiera et al, 2011), uma das 
organelas mais importantes envolvidas na produção de ERO. Estes achados 
sugerem que no envelhecimento, o acúmulo de dano oxidativo decorrente da 
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produção de ERO pela mitocôndria pode promover mecanismos que regulem a 
expressão de miR-1275, que por sua vez pode modular a expressão de SIRT2 em 
resposta ao estresse oxidativo. Estes achados reforçam os papéis do miR-1275 e do 
gene SIRT2 como reguladores de processos celulares que podem favorecer a 
longevidade, como a inibição da proliferação celular. No entanto, estudos funcionais 
verificando a regulação da expressão de SIRT2 por meio da repressão da tradução 
mediada pelo miR-1275 precisam ser realizados para confirmar a relação direta 
entre estas duas moléculas e sua função nos mecanismos que levam à manutenção 
da longevidade. 
Assim, os resultados referentes à análise da expressão de SIRT2 e dos 
mecanismos epigenéticos de regulação desta expressão, como a metilação de seu 
promotor gênico e a expressão do hsa-miR-1275, apontam para a existência de um 
mecanismo molecular em comum entre o estresse oxidativo, o metabolismo 
energético, a manutenção do sono de ondas lentas e a longevidade. Os resultados 
encontrados indicam pela primeira vez uma relação entre estes mecanismos, em 
especial com a participação do sono, na manutenção da longevidade em humanos. 
6.2.3.2 CCL5 
O gene CCL5 está localizado no cromossomo 17q11 e codifica para a 
quimiocina CCL5 (chemokine C-C motif ligand 5). Quimiocinas são moléculas que 
ativam e sinalizam leucócitos, direcionando-os para as regiões que necessitam de 
sua atuação (Navratilova, 2006). Em resposta a diversos estímulos e injúrias 
celulares, as quimiocinas apresentam um papel fundamental no direcionamento das 
células do sistema imune, proporcionando uma resposta inflamatória na tentativa de 
combater este dano (Sarkar e Fisher, 2006). 
Uma relação direta entre o envelhecimento, o estresse oxidativo e a 
inflamação crônica já foi descrita em estudos anteriores (para revisão, ver Sarkar e 
Fisher, 2006). A geração e o acúmulo de ERO com a idade podem ativar fatores de 
transcrição específicos e sensíveis às variações do equilíbrio redox, levando à 
geração de moléculas pró-inflamatórias e a um estado de inflamação crônica. Este 
mecanismo foi proposto para explicar a fisiopatologia de diversas morbidades 
comuns ao envelhecimento, em especial doenças degenerativas como a doença de 
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Alzheimer, doença de Parkinson, esclerose lateral amiotrófica, aterosclerose, infarto 
do miocárdio e diabetes tipo 2 (Sarkar e Fisher, 2006). 
O gene CCL5, especificamente, é altamente expresso em linfócitos T 
ativados, macrófagos, fibroblastos, plaquetas, células epiteliais, megacariócitos e em 
alguns tumores (Yoshie et al, 2001). Acredita-se que a transcrição do gene desta 
quimiocina seja controlada pela quantidade de ERO, de forma a ter expressão 
elevada na presença destas espécies (Barlic e Murphy, 2007; Sharma et al, 2007). O 
presente estudo encontrou aumento da expressão de CCL5 no sangue de indivíduos 
Longevos quando comparado tanto a Jovens quanto a Idosos. Estes achados 
concordam com a diminuição da capacidade antioxidante total encontrada no grupo 
dos Longevos, sugerindo que um ambiente com presença de ERO pode ser capaz 
de controlar a expressão de CCL5 em células do sistema imune, no sangue 
periférico. 
Um dos mecanismos propostos para a mudança a um estado pró-
inflamatório no envelhecimento é a ativação do fator de transcrição NF-κB (nuclear 
factor κB), mediada pela ação de ERO (Schreck et al, 1992). Em uma situação 
normal, o NF-κB encontra-se inativo no citoplasma, ligado a uma proteína inibitória, a 
IκB (inhibitor of κB). A partir de estímulos como a presença de ERO, ocorre ativação 
da IκB quinase (IKK) que por sua vez fosforila a IκB, tornando-a suscetível à 
degradação via sistema ubiquitina-proteossomo. Assim, a destruição da IκB sinaliza 
a translocação do NF-κB do citoplasma para o núcleo permitindo que ocorra a 
ativação da expressão de genes alvo deste fator de transcrição (Baldwin, 1996; 
Karin e Ben-Neriah, 2000). Estudos anteriores têm mostrado que a expressão de 
CCL5 é controlada pelo fator de transcrição NF-κB. A região promotora do gene 
CCL5 apresenta diversos sítios de ligação para NF-κB, de forma que a interação 
entre esta molécula e outros fatores regulatórios possa ser necessária para a 
ativação e expressão de CCL5 (Genin et al, 2000). 
Além disso, foram também identificadas diferenças significativas na 
taxa de metilação da região promotora do gene CCL5, de forma que Longevos 
apresentaram uma redução da taxa de metilação em um dos sítios CpG da região 
estudada, em relação aos outros grupos. Estes resultados concordam com o 
aumento da expressão de CCL5 nestes indivíduos. Embora o sítio CpG em que foi 
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detectada diferença significativa na taxa de metilação não esteja localizado em um 
sítio alvo para ligação do NF-κB ou de outros fatores de transcrição, os presentes 
achados sugerem que mecanismos epigenéticos tenham um papel fundamental na 
regulação da expressão de CCL5 da longevidade, de forma paralela à ação do NF-
κB. 
De fato, o mecanismo de regulação da expressão de CCL5 em 
linfócitos T é complexo, mas diversos mecanismos epigenéticos envolvidos na 
remodelação da cromatina, como acetilação, fosforilação e metilação, já foram 
descritos envolvendo este gene (Ahn et al, 2007). Uma compreensão detalhada da 
regulação da expressão deste gene tem sido apontada como essencial para a 
criação de terapias para as doenças degenerativas associadas à inflamação crônica 
e ao envelhecimento (Krensky e Ahn, 2007). O presente estudo contribuiu com parte 
deste conhecimento por meio da identificação da expressão aumentada deste gene 
juntamente com a ocorrência de mecanismos epigenéticos que possam estar 
envolvidos no fenômeno da longevidade. Assim o estudo mais detalhado do papel de 
CCL5 nas respostas ao dano oxidativo encontrado no envelhecimento poderão 
fornecer mais informações a respeito dos mecanismos envolvidos da longevidade 
em resposta ao acúmulo de dano oxidativo que acontece em idades avançadas. 
6.2.3.3 PRNP 
O gene PRNP está localizado no cromossomo 20p13 e codifica a 
proteína príon celular (PrPc) (Watts e Westaway, 2007), uma glicoproteína de 
membrana altamente expressa em neurônios e células da glia, principalmente em 
regiões de sinapse (Lo et al, 2007). Quando presente em uma conformação 
específica patológica (PrPSc), esta proteína está envolvida em uma série de doenças 
do sistema nervoso central, conhecidas como encefalopatias espongiformes 
transmissíveis (Castilla et al, 2003). 
Camundongos knockout para o gene PRNP, embora se apresentassem 
saudáveis durante a vida, estavam mais suscetíveis à condição de estresse 
oxidativo e apoptose do que camundongos selvagens, principalmente no sistema 
nervoso central (Roucou et al, 2004). No presente estudo, foi encontrada menor 
expressão do gene PRNP em indivíduos Idosos em relação a Jovens e Longevos, e 
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níveis estatisticamente semelhantes nos últimos. Estes resultados sugerem um 
papel protetor desse gene contra o estresse oxidativo presente em idades 
avançadas e o destacam como um gene candidato à longevidade. Além disso, os 
achados corroboram a hipótese de que a proteína PrPc seja um componente 
importante na manutenção da sobrevivência celular, principalmente no que diz 
respeito a doenças neurodegenerativas (Lo et al, 2007). Embora a expressão do 
gene PRNP tenha sido observada em sangue periférico e não em tecido cerebral, 
estes resultados direcionam estudos futuros com foco na caracterização do papel 
protetor deste gene na sobrevivência celular, não só no sistema nervoso central, 
mas também em tecidos periféricos. 
Adicionalmente, mutações no gene PRNP foram associadas à Insônia 
Familiar Fatal, uma doença da classe das encefalopatias espongiformes 
transmissíveis, caracterizada por insônia progressiva com queixas de 
impossibilidade de cochilar ou dormir, acompanhada de anormalidades 
somatomotoras (Montagna, 2005). Um das mutações mais frequentes nesta doença 
é uma substituição de uma guanina por uma adenina no códon 178 que pode ter sua 
expressão fenotípica modificada por um polimorfismo com troca de uma valina por 
metionina no códon 129 (Montagna, 2005). Dessa forma, a associação deste gene 
com fenótipos relacionados tanto ao sono quanto a funções protetoras celulares 
pode sugerir sua participação em um mecanismo molecular importante para o 
envelhecimento e longevidade, principalmente no que diz respeito às alterações do 
sono decorrentes do aumento da idade. 
6.2.3.4 GPX1 e GPX7 
Glutationa peroxidases (GPx) são enzimas envolvidas na 
metabolização de peróxido de hidrogênio, agindo como uma das mais importantes 
enzimas antioxidantes em humanos (Brigelius-Flohe, 1999). Os genes GPX1 e 
GPX7 estão localizados nos cromossomos 3p21 e 1p32, respectivamente. Diversos 
estudos foram realizados acerca da função do produto do gene GPX1 como 
molécula antioxidante, no entanto, poucos estudos foram descritos com o gene 
GPX7 (Nguyen et al, 2011). 
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Idosos e Longevos apresentaram um aumento da expressão de GPX1 
em relação aos Jovens. Estes achados indicam que uma maior expressão deste 
esteja associada a uma tentativa das células de combater o dano oxidativo 
acumulado com o envelhecimento. Não há estudos na literatura que compararam a 
expressão deste gene em tecido sanguíneo em relação à idade. No entanto, estudo 
em ovário de camundongos identificou maior expressão de Gpx1 nos animais idosos 
em relação aos jovens (Lim e Luderer, 2010), corroborando nossos achados. Em 
contrapartida, estudo em células progenitoras endoteliais identificou uma redução da 
expressão deste gene e da atividade da GPx-1 com o envelhecimento (He et al, 
2009). 
Estes resultados controversos podem ser consequência dos diferentes 
tipos celulares analisados, em situações distintas de estresse oxidativo, não 
somente relacionadas ao envelhecimento. GPx-1 possui um papel descrito frente às 
situações de estresse causadas por eventos de privação de sono ou como 
consequência dos distúrbios do sono. Ratos submetidos à privação de sono aguda 
(Ramanathan et al, 2010) e crônica (Ramanathan et al, 2002) apresentaram 
aumento da atividade da glutationa peroxidase em cerebelo e hipocampo, assim 
como uma mudança para um ambiente pró-oxidante (D'Almeida et al, 1998; Silva et 
al, 2004; Everson et al, 2005). Assim, embora evidências mostrem que sua 
participação seja fundamental, estudos adicionais devem ser realizados para uma 
melhor compreensão do papel do gene GPX1 no perfil oxidativo do envelhecimento 
e da longevidade. 
Em relação ao GPX7, foi encontrada menor expressão deste gene em 
indivíduos Idosos em relação a Jovens e Longevos, sugerindo sua participação em 
mecanismos associados à longevidade, possivelmente de maneira semelhante à 
efetuada pelo gene GPX1. Não há estudos avaliando especificamente a expressão 
do gene GPX7 com o envelhecimento ou longevidade ou em condições de estresse, 
como a privação de sono. Assim, o presente projeto é pioneiro em destacar a 
possível participação deste gene no processo de envelhecimento. 
Também é importante destacar que a atividade de GPx dosada no 
plasma dos indivíduos não apresentou diferenças significativas, sugerindo que as 
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quantidades de RNAm transcrito dos genes GPX1 ou GPX7 não estejam associadas 
à atividade da enzima GPx no plasma. 
6.2.3.5 EPX, BNIP3, DGKK e SRXN1 
Os genes EPX (localizado em 17q23), BNIP3 (localizado em 10q26), 
DGKK (localizado em Xp11) e SRXN1 (localizado em 10p13) também foram 
identificados como diferencialmente expressos pelo presente estudo entre Jovens, 
Idosos e Longevos. Foi encontrada menor expressão de EPX em Idosos quando 
comparados a Jovens, além de expressão semelhante deste gene entre Longevos e 
Jovens. Este gene codifica para a peroxidase de eosinófilos (EPX), responsável pela 
catálise de reações redox. Esta peroxidase é importante na defesa contra patógenos 
pela produção de ERO altamente citotóxicas (O'Brien, 2000). Dessa forma, menor 
expressão deste gene em Idosos pode estar relacionada à menor capacidade do 
organismo idoso em combater hospedeiros pela ação dos eosinófilos. No entanto, 
em Longevos a diminuição da expressão não foi evidente, sugerindo, pela primeira 
vez, que este gene possa ter um papel protetor que auxilie o organismo a alcançar 
idades mais avançadas. 
Em relação ao gene BNIP3, uma expressão reduzida foi encontrada 
em Idosos e Longevos, sugerindo um envolvimento no processo de envelhecimento. 
BNIP (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein) é uma proteína 
mitocondrial que interage com proteínas antiapoptóticas da família do BCL-2 (B-cell 
lymphoma 2) (Boyd et al, 1994; Theodorakis et al, 1996). Este gene foi identificado 
como um gene responsivo à hipóxia, sendo que o aumento da expressão do fator de 
transcrição HIF-1α é capaz de induzir tanto a expressão de BNIP3 quanto a morte 
celular (Chinnadurai et al, 2008). No entanto, foram encontradas menores 
expressões destes genes em Idosos e Longevos, grupos que apresentaram maior 
IAH, além de maiores níveis de dessaturação da oxiemoglobina durante a noite 
anterior à coleta do sangue. Estes resultados sugerem que após os estímulos de 
hipóxia, mecanismos de compensação sejam ativados pela manhã, na tentativa de 
reduzir a expressão deste gene e seus efeitos deletérios. De qualquer forma, estes 
achados indicam que a função do gene BNIP3 e sua expressão no sangue como 
resposta à hipóxia devem ser mais bem investigadas, uma vez que poucos são os 
estudos envolvendo este gene, o papel do sono, o envelhecimento e a longevidade. 
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O gene DGKK codifica para a diacilglicerol quinase κ, uma enzima 
envolvida diretamente na transdução de sinal pela célula, por meio da modulação do 
balanço entre o diacilglicerol e o ácido fosfatídico na membrana lipídica, em resposta 
a situações de estresse oxidativo (Imai et al, 2005). Por ter sido descrito 
recentemente, existem poucos estudos acerca da função deste gene. O aumento da 
expressão de DGKK em indivíduos Longevos pode estar relacionado a um 
mecanismo de compensação, uma vez que, em situações de estresse oxidativo, 
ocorre uma inibição da atividade de sua proteína (Imai et al, 2005). Dessa forma, 
propõe-se que vias de sinalização intracelular sejam ativadas em resposta à 
diminuição de defesas antioxidantes em idades avançadas, induzindo a expressão 
de DGKK, e sugerindo pela primeira vez a participação deste gene na longevidade 
em humanos. 
Por fim, foi encontrado um aumento na expressão do gene SRXN1 em 
Longevos, mas não em Idosos, quando comparado a Jovens. Este gene codifica 
para a sufiredoxina 1 (SRXN1), uma enzima responsável pela reversão da 
hiperoxidação de peroxirredoxinas em condições altamente oxidantes, atuando 
assim como coadjuvante no efeito antioxidante das peroxiredoxinas (Soriano et al, 
2009). Desta maneira, um aumento da expressão desse gene com a longevidade 
pode estar relacionado a um efeito protetor que contribui para a manutenção 
eficiente do equilíbrio redox em idades avançadas. O presente estudo é pioneiro na 
caracterização da diferença de expressão deste gene em idades avançadas, 
tornando-o um interessante candidato para a longevidade. 
128 
 
 
1
2
8
 
6.3 Investigação de polimorfismos genéticos e variantes raras e associação 
com o envelhecimento bem-sucedido 
Este estudo permitiu a identificação de genes relacionados ao estresse 
oxidativo e defesa antioxidante por meio da análise da expressão gênica, metilação 
da região promotora dos genes e expressão de miRNAs como prováveis mediadores 
dos mecanismos envolvidos na longevidade em humanos. Estes achados 
estimularam a busca de variantes presentes nestes genes com a finalidade de 
caracterizar marcadores genéticos da longevidade e do envelhecimento bem-
sucedido. 
Estudos de associação genética entre polimorfismos de genes 
candidatos e o fenótipo da longevidade, caracterizado por indivíduos centenários em 
sua grande maioria, são muito frequentes e têm revelado inúmeras variantes 
potencialmente envolvidas neste processo. Polimorfismos localizados em genes 
associados ao metabolismo lipídico e risco cardiovascular (APOE, APOC3, CETP, 
PON1), câncer (TP53, CDKN1A) e via de sinalização da insulina (AKT, FOXO1A, 
FOXO3A, IGF1, IGF1R, IRS1) estão entre os mais estudados e foram recentemente 
revisados por Chung e colaboradores (Chung et al, 2010). Estudos de associação 
entre genes relacionados ao estresse oxidativo e a longevidade também já foram 
descritos (Khabour et al, 2009; Lescai et al, 2009; Chen et al, 2010). 
O presente estudo identificou associações significativas entre os 
polimorfismos rs10405150, rs10410544 e rs4802998 do gene SIRT2 e a 
longevidade, representada em duas análises diferentes, considerando-se indivíduos 
com idades iguais ou superiores a 80 e 90 anos. Em relação aos polimorfismos 
rs10410544 e rs4802998, foi possível observar um aumento da frequência dos 
homozigotos raros (TT e GG, respectivamente) em indivíduos com idade igual ou 
superior a 80 anos e, de forma mais acentuada, em indivíduos com idade igual ou 
superior a 90 anos. Estes achados sugerem que indivíduos que possuem estes 
genótipos apresentem uma predisposição a alcançar idades avançadas com 
sucesso. Por outro lado, em relação ao polimorfismo rs10405150, foi encontrada 
menor frequência do genótipo TC somente em indivíduos com idade igual ou 
superior a 80 anos, efeito que não foi encontrado de forma significativa quando 
nonagenários foram comparados com o restante da população. Dessa forma, pode-
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se sugerir que este genótipo tenha um efeito que se pronuncie somente até 
aproximadamente 90 anos e não apresente mudanças da suscetibilidade a alcançar 
idades além desta. Também não é possível descartar a hipótese de que este 
resultado seja um falso positivo, uma vez que não segue um modelo genético 
comum como o dominante ou o recessivo (apresentado pelos outros dois 
polimorfismos). Ainda, quando foi aplicada a correção de Bonferroni para múltiplos 
testes nos resultados da associação com a longevidade, representada por indivíduos 
com idade igual ou superior a 80 anos, notou-se que o resultado para o rs10405150 
deixou de ser significativo (valor corrigido de p=0,140), o que não aconteceu com os 
outros polimorfismos (valor corrigido de p<0,05) nesta comparação. Assim, embora 
tenhamos encontrado associação entre o rs10405150 e a longevidade, os resultados 
devem ser interpretados com cautela. 
Os três polimorfismos associados à longevidade descritos por este 
estudo estão localizados em regiões não codificantes do gene SIRT2. Assim, é 
possível propor duas hipóteses a respeito da função destas variantes: 1) as 
variantes poderiam contribuir para as diferenças associadas à regulação da 
expressão destes genes modulando a ligação de proteínas regulatórias; ou 2) as 
variantes poderiam estar em desequilíbrio de ligação e servindo como marcadores 
genéticos de outras variantes funcionais na região codificante do gene SIRT2. 
Para verificar a primeira hipótese, foram realizadas pesquisas no banco 
de dados de informações genômicas UCSC Genome Browser 
(http://genome.ucsc.edu/), na tentativa de identificar regiões regulatórias presentes 
na localização genômica destes polimorfismos. No entanto, não foram encontradas 
regiões regulatórias descritas, sugerindo que estas variantes identificadas não sejam 
as causadoras diretas das possíveis alterações funcionais presentes na 
longevidade. Portanto, um estudo que pode ser proposto com a finalidade de 
confirmar a segunda hipótese seria o sequenciamento das regiões codificantes 
(éxons) do gene SIRT2 em todos os indivíduos acima de 90 anos, para verificar a 
presença de variantes funcionais, como mutações não sinônimas, que acarretariam 
a troca do aminoácido da proteína resultante. Estas alterações poderiam levar a uma 
função diferenciada da proteína SIRT2 que por sua vez poderia agir distintamente 
em suas vias de atuação, modificando processos celulares que culminariam na 
longevidade. Propõe-se que estas variantes estejam em desequilíbrio de ligação 
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com os polimorfismos identificados neste trabalho, podendo servir como possíveis 
marcadores. Estas etapas também estão previstas em investigações futuras 
decorrentes da linha de pesquisa criada com a conclusão deste estudo. 
Em termos da distribuição populacional dos polimorfismos estudados, 
foi possível identificar uma dinâmica na distribuição da frequência dos genótipos em 
cada uma das faixas etárias estudadas. Até os 79 anos, a frequência dos 
homozigotos raros apresentou-se constante ou somente com uma leve tendência ao 
aumento, em relação a faixas etárias mais jovens. No entanto, a partir de 80 anos 
nota-se um aumento expressivo nessa frequência, para os polimorfismos associados 
à longevidade. Na tentativa de explicar este fenômeno, podemos propor a hipótese 
de que uma seleção positiva destes genótipos possa ocorrer em idades mais 
avançadas. 
Esta hipótese pode ser reforçada pelos resultados do HWE 
identificados pelo presente estudo. Em genética de populações, o HWE é uma 
situação ideal em que a frequência dos alelos de um determinado polimorfismo 
mantém-se constante de geração para geração, caracterizando uma população 
homogênea, com casamentos aleatórios e ausente de eventos de mutação, seleção 
natural e migração (Hardy, 1908; Lunetta, 2008). Desvios no HWE acarretam 
consequências importantes em estudos de associação genética uma vez que podem 
estar relacionados à presença de estratificação populacional, erros não aleatórios de 
genotipagem ou ausência de dados genotípicos também de forma não aleatória 
(Moskvina et al, 2006). No entanto, desvios no HWE são esperados quando se 
avaliam marcadores para características pouco prevalentes na população, como o 
caso da longevidade, em que somente 1,54% dos indivíduos da população brasileira 
possuem mais de 80 anos, ou 0,24% possuem mais de 90 anos (Instituto Brasileiro 
de Geografia e Estatística, 2010). Assim, nestes casos, sugere-se que o HWE seja 
verificado separadamente em casos e controles da condição estudada (Lunetta, 
2008). 
Em nosso estudo, a verificação do HWE separadamente para cada 
faixa etária corroborou esta observação, uma vez que em indivíduos mais jovens 
(abaixo de 59 anos), estes polimorfismos não apresentaram desvios do HWE. Por 
outro lado, em algumas faixas etárias acima de 60 anos o desvio passou a ser 
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detectado, reforçando que estes polimorfismos possam ter um efeito importante no 
envelhecimento, em termos populacionais. Além disso, as associações encontradas 
entre os polimorfismos identificados no gene SIRT2 e a longevidade sugerem um 
possível efeito de seleção, que favoreceria a conservação de determinados 
genótipos (como o TT e GG dos polimorfismos rs10410544 e rs4802998, 
respectivamente), em idades avançadas. 
Embora nosso estudo tenha detectado baixa frequência de perdas na 
genotipagem (2,1 a 3,7%), ainda não podemos descartar a possibilidade de os 
desvios do HWE serem causados pela presença de estratificação populacional. Em 
termos históricos, sabe-se que a população brasileira apresenta um elevado grau de 
miscigenação de três populações bem definidas: Caucasianos, Africanos e Nativo-
americanos (Parra et al, 2003), o que a submete ao possível efeito da estratificação 
populacional. Na tentativa de contornar esta suspeita, a genotipagem de marcadores 
genéticos de ancestralidade (ancestry informative markers – AIMs) está prevista na 
amostra em questão. AIMs são polimorfismos com frequências bem definidas e 
distintas entre diferentes populações mundiais que podem ser usados para 
caracterizar a ancestralidade genética de populações miscigenadas, como a 
brasileira (Guindalini et al, 2010). Dessa forma, os resultados da genotipagem de 
AIMs poderão ser usados como variáveis independentes nos modelos de regressão 
logística para confirmar se o desvio no HWE e a associação entre os polimorfismos 
do gene SIRT2 e a longevidade são artefatos decorrentes da estratificação 
populacional ou se são evidências factíveis de uma associação verdadeira. 
O desvio de HWE não permitiu que a análise de haplótipos dos 
polimorfismos do gene SIRT2 fosse realizada. A análise de haplótipos, que consiste 
na combinação de dois ou mais polimorfismos em desequilíbrio de ligação em uma 
mesma região gênica (The International HapMap Consortium, 2005), poderia 
identificar um efeito sinérgico das variantes estudadas na suscetibilidade à 
longevidade. No entanto, os algoritmos atuais que permitiriam a inferência da 
frequência do haplótipos (Expectation-Maximization) não calculam estimativas 
precisas quando os polimorfismos apresentam desvio do HWE (Fallin e Schork, 
2000). Dessa forma, este estudo focou-se somente à análise de polimorfismos 
individuais do gene SIRT2. 
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Existem poucos estudos que verificaram a associação entre 
polimorfismos do gene SIRT2 e longevidade. Dois polimorfismos neste gene 
(rs11879029 e rs2241703) foram recentemente associados com altura de idosos 
japoneses saudáveis (Haketa et al, 2013). Estes autores inferiram a participação 
destes polimorfismos na longevidade uma vez que estudos anteriores mostraram 
uma associação entre baixa estatura e longevidade, de forma que a estatura poderia 
estar positivamente correlacionada com o peso dos indivíduos, que por sua vez 
estaria associada ao aumento do consumo de calorias e consequentemente à 
diminuição da longevidade (Samaras et al, 2003). Embora o polimorfismo 
rs11879029 não tenha sido associado à longevidade no presente estudo, em 
conjunto, os achados sugerem que variações no gene SIRT2 possam modular a 
capacidade de indivíduos em alcançar idades avançadas, livres de doenças do 
envelhecimento, reforçando seu potencial papel na genética da longevidade. 
Em relação ao polimorfismo rs4802998, este é o primeiro estudo que 
relata sua associação com a longevidade. Em estudo conduzido por Bakke e 
colaboradores, o alelo A desta variante foi associado à doença pulmonar obstrutiva 
crônica (Bakke et al, 2011), enquanto em nosso estudo, o genótipo GG foi associado 
à longevidade. Considerando ambos os resultados, pode-se sugerir um possível 
papel protetor deste polimorfimso contra a doença pulmonar obstrutiva crônica, que 
poderia estar associado ao aumento da suscetibilidade para alcançar idades mais 
avançadas livre desta doença. 
O presente estudo possibilitou caracterizar detalhadamente diversos 
aspectos moleculares e genéticos (avaliação da expressão gênica, da regulação 
epigenética e estudos de associação) que destacaram o gene SIRT2 como um 
importante modulador da longevidade. Além disso, estudos em diversos modelos 
animais mostraram que as sirtuínas parecem influenciar a duração da vida, 
concordando com a participação de SIRT2 neste processo. Desta forma, SIRT2 
torna-se um dos mais novos candidatos no estudo da longevidade em humanos, 
descrito sistematicamente pela primeira vez pelo presente trabalho. 
Em relação ao gene CCL5, um estudo recente descreveu a associação 
entre um haplótipo relacionado ao aumento da transcrição deste gene, composto por 
polimorfismos do íntron 1 e da região promotora, com a longevidade. Estes dados 
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sugerem que este haplótipo esteja relacionado ao perfil inflamatório encontrado 
nestes indivíduos, porém de maneira gênero específica, uma vez que apresentou 
maior frequência em idosos do sexo masculino em relação à idosas (Laplana e Fibla, 
2012). Estes achados concordam com o aumento da expressão de CCL5 nos 
Longevos encontrado em nosso estudo e reforçam que esse aumento seja um 
possível mecanismo de resposta às alterações decorrentes do dano oxidativo 
presente em idades avançadas. 
Estudos investigando especificamente o polimorfismo rs3817655 
localizado no íntron 2 do gene CCL5 mostraram que o alelo A estava associado à 
redução do risco para câncer de próstata (Kidd et al, 2010) e redução da razão 
albumina/creatinina, associada à diminuição do dano vascular e do desenvolvimento 
de nefropatia diabética (Konta et al, 2008). Por outro lado, este alelo também já foi 
associado à diabetes mellitus pós-transplante (Jeong et al, 2010). Em nosso estudo, 
não detectamos associação deste polimorfismo com a longevidade, sugerindo que, 
embora este polimorfismo possa modular a resposta inflamatória frente a diferentes 
condições, não há evidências suficientes que confirmem sua participação na 
longevidade. 
Investigações mais recentes também têm usado abordagens mais 
amplas e informativas no estudo de polimorfismos genéticos associados à 
longevidade. Sebastiani e colaboradores realizaram um estudo de associação em 
larga escala (GWAS) investigando cerca de 300.000 polimorfismos em uma 
população de centenários e idosos mais jovens (Sebastiani et al, 2012). Neste 
estudo, genes relacionados a doenças frequentes no envelhecimento, sinalização 
celular neuronal, fatores de crescimento, regulação hormonal, instabilidade 
cromossômica, resposta imunológica e estresse foram os principais associados ao 
fenótipo da longevidade (Sebastiani et al, 2012). Entretanto, esse tipo de abordagem 
experimental tem como objetivo principal a caracterização de polimorfismos em 
genes candidatos ou de polimorfismos relativamente frequentes nas populações da 
espécie humana (> 5%) espalhados por todo o genoma. Atualmente, nos estudos 
sobre genética de fenótipos complexos, há uma tendência da comunidade científica 
à busca e caracterização de variantes raras, capazes de explicar efeitos genéticos 
maiores do que os identificados em estudos de larga escala (Manolio et al, 2009). 
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Neste sentido, uma abordagem interessante é a aplicação das 
metodologias de sequenciamento de nova geração, que permitem o 
sequenciamento do genoma completo, ou especificamente de regiões codificantes 
(exoma), a custos acessíveis em um contexto de pesquisa. Por este motivo, o 
presente estudo realizou o sequenciamento do genoma completo do indivíduo mais 
idoso da amostra, que possuía 105 anos na época da coleta de sangue. 
Uma revisão da literatura identificou somente dois trabalhos que 
realizaram estudos de sequenciamento de nova geração na longevidade. Sebastiani 
e colaboradores descreveram, pela primeira vez, o resultado do sequenciamento 
completo do genoma de dois indivíduos acima de 114 anos, nomeados pelos autores 
de supercentenários (Sebastiani et al, 2011). Dentre os principais achados destacou-
se a identificação de variantes comuns e raras associadas à longevidade. De forma 
geral, nestes indivíduos, há um enriquecimento de variantes próximas a genes 
previamente descritos como participantes da longevidade em humanos. Han e 
colaboradores utilizaram uma abordagem mais direcionada e realizaram o 
sequenciamento de 988 genes envolvidos em processos como neurodegeneração, 
função cognitiva, metabolismo lipídico, reparo do DNA e estabilidade genômica em 6 
judeus Ashkenazi com idades superiores a 105 anos (Han et al, 2013). Os autores 
identificaram e validaram 51 novas variantes não sinônimas, ou seja, que acarretam 
troca de aminoácido nas proteínas resultantes, destacando-se a presença de uma 
variante localizada no gene SIRT2 (c.347G>A) que ocasiona a troca de uma arginina 
por uma histidina no códon 116, reforçando novamente o papel deste gene na 
longevidade em humanos. 
O sequenciamento realizado no idoso de 105 anos não encontrou 
variantes não sinônimas novas no gene SIRT2. Porém, foram detectadas 9 variantes 
em genes encontrados como diferencialmente expressos entre Jovens, Idosos e 
Longevos, sendo duas delas consideradas novas (no gene SRXN1), por não 
estarem descritas em bancos de dados como o dbSNP ou possuírem sua frequência 
caracterizada na população do 1000 Genomes Project. Assim, para confirmar o 
papel destas variantes na longevidade é importante validá-las em estudos de 
associação genética utilizando amostras maiores, além de realizar estudos 
específicos acerca da função da proteína resultante do gene que as contem. Estas 
etapas estão previstas em estudos futuros e representam um dos projetos que será 
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desenvolvido como parte da linha de pesquisa criada a partir da condução do 
presente estudo. 
De forma semelhante, um estudo mais aprofundado das variantes 
identificadas em todos os genes do indivíduo sequenciado será realizado 
futuramente. É importante ressaltar que a quantidade de informações geradas a 
partir do sequenciamento completo do genoma humano é muito grande e exige a 
proficiência em diversas ferramentas avançadas de bioinformática para interpretar e 
resumir os dados gerados por esta metodologia. No entanto, visto o interesse no 
tema e o esforço de outros grupos de pesquisa na identificação e caracterização de 
variantes genéticas associadas à longevidade, acredita-se que esta dificuldade seja 
contornada em poucos anos. Como evidência da necessidade e dos esforços que 
estão sendo realizados para caracterizar um painel de genes do envelhecimento 
bem-sucedido, foi lançado recentemente um prêmio intitulado Archon Genomics X 
Prize (http://genomics.xprize.org/) que fornecerá 10 milhões de dólares para o grupo 
que sequenciar o genoma completo de 100 indivíduos centenários em bom estado 
de saúde utilizando a menor quantidade de recursos possível. Este prêmio 
estimulará tanto a identificação dos genes envolvidos na longevidade quanto o 
desenvolvimento de metodologias cada vez mais econômicas para o 
sequenciamento do genoma completo, permitindo assim a sua utilização na prática 
clínica de forma adequada em poucos anos. Dessa forma, os resultados do 
sequenciamento do genoma completo do indivíduo de 105 anos apresentado neste 
estudo são ainda preliminares, mas apontam para um potencial avanço técnico-
científico da pesquisa sobre a longevidade em humanos. 
Em conclusão, por meio de uma abordagem ampla e direcionada, 
nosso estudo foi capaz de identificar alterações na expressão gênica associadas a 
possíveis mecanismos epigenéticos, além de polimorfismos genéticos que revelaram 
o gene SIRT2 como um importante candidato no processo da longevidade em 
humanos. Estes resultados são fundamentais tanto para o desenvolvimento de 
estudos funcionais direcionados a entender o papel das variações genéticas na 
manutenção da longevidade quanto para o desenvolvimento de ferramentas cínicas 
que possam auxiliar o acompanhamento do idoso em idades mais avançadas. 
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7 CONCLUSÕES 
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Utilizando uma abordagem ampla, o presente estudo permitiu a 
caracterização de diversos aspectos epidemiológicos, fisiológicos e genéticos do 
sono no envelhecimento bem-sucedido. Com os dados do presente trabalho, foi 
possível concluir que: 
1. A prevalência de queixas gerais de sono na população de países em 
desenvolvimento da América Latina e Ásia variou de 9,1 a 37,7%. Além disso, os 
principais fatores associados à presença de queixas de sono nestas populações 
foram: pertencer ao sexo feminino, apresentar residência urbana, possuir menor 
nível educacional, praticar menos atividades físicas, além de apresentar pior 
estado de saúde e maior número de comorbidades. Todos estes fatores foram 
significativamente associados a queixas de sono após a realização de meta-
análises que incluíram os resultados de todos os países estudados; 
2. Longevos não apresentaram redução significativa da proporção do estágio N3 
do sono NREM ou da potência espectral de delta neste estágio de sono, 
indicando a manutenção do sono de ondas lentas na longevidade. Além disso, 
Longevos apresentaram padrões de sono estritamente regulares, com pequena 
variação no horário de dormir, cochilar e acordar quando comparados aos 
Jovens. Idosos e Longevos também apresentaram cochilos diurnos frequentes e 
tendência à preferência diurna em relação aos Jovens;  
3. Longevos apresentaram melhor perfil lipídico do que Idosos, com menores níveis 
de triglicérides e VLDL e maiores níveis de HDL. Além disso, também foi 
observado um perfil hormonal característico, com diminuição de testosterona 
total, testosterona livre e progesterona, além de aumento de FSH, LH e 
prolactina em relação aos Idosos. Por fim, houve uma redução na capacidade 
antioxidante total neste grupo em relação aos Idosos; 
4. De acordo com os critérios de seleção utilizados, nove genes relacionados ao 
estresse oxidativo e à defesa antioxidante apresentaram diferença de expressão 
entre Jovens, Idosos e Longevos (PRNP, GPX7, EPX, BNIP3, GPX1, CCL5, 
DGKK, SRXN1 e SIRT2). Os genes foram classificados de acordo com o seu 
perfil de expressão em Idosos e Longevos; 
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5. Foram identificados mecanismos epigenéticos potencialmente envolvidos na 
regulação da expressão dos genes SIRT2 e CCL5. Foi detectada uma 
diminuição da taxa de metilação em sítios CpG localizados nas regiões 
promotoras de ambos os genes nos Longevos e uma diminuição da expressão 
do hsa-miR-1275, um miRNA identificado por algoritmos computacionais como 
possível regulador do gene SIRT2. Estes fenômenos foram relacionados ao 
aumento da expressão de SIRT2 e CCL5 em Longevos em relação aos Jovens; 
6. Foram identificadas associações significativas entre os polimorfismos 
rs10405150, rs10410544 e rs4802998 localizados no gene SIRT2 e a 
longevidade, caracterizada por indivíduos que conseguiram alcançar com 
sucesso idades iguais ou superiores a 80 e 90 anos em uma amostra expandida 
da população; 
7. O sequenciamento completo do indivíduo mais idoso da amostra (105 anos) 
revelou variantes com efeito moderado ou baixo nos genes diferencialmente 
expressos em nosso estudo e com efeito moderado ou alto em todos os genes 
relacionados ao estresse oxidativo e defesa antioxidante estudados, que podem 
estar envolvidas no fenótipo da longevidade em humanos. 
Os achados do presente estudo contribuíram para um melhor 
entendimento dos mecanismos fisiológicos e moleculares envolvidos no processo do 
envelhecimento bem-sucedido, destacando, pela primeira vez, o papel do sono 
como possível regulador da manutenção da longevidade em humanos. Também foi 
sugerido que existam mecanismos moleculares comuns orquestrando a relação 
entre o sono, o metabolismo lipídico e a longevidade, com uma possível participação 
do gene SIRT2 e de suas vias relacionadas. 
Dessa forma, além de permitir a criação de novas linhas de pesquisa 
sobre os mecanismos envolvidos na longevidade em humanos, os resultados 
apresentados podem favorecer a criação de ferramentas e práticas clínicas que 
proporcionem à população idosa, em constante crescimento no Brasil e no mundo, 
melhor qualidade de saúde e, consequentemente, de vida. 
139 
 
 
1
3
9
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 ANEXOS 
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ANEXO 1: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo, referente aos estudos “Avaliação do padrão de sono, do perfil bioquímico, hormonal e 
oxidativo, da expressão gênica e de sua regulação entre indivíduos Jovens, Idosos e Longevos” e 
“Estudo da prevalência e dos fatores associados a queixas de sono em populações de idosos acima 
de 65 anos em países em desenvolvimento”, além da emenda incluindo o aluno como responsável 
pelo projeto. 
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Continuação ANEXO 1. 
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Continuação ANEXO 1. 
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ANEXO 2: Símbolo, descrição e código de acesso no GenBank dos genes envolvidos no estresse 
oxidativo e defesa antioxidante estudados pela análise de expressão gênica em Jovens, Idosos e 
Longevos. 
Posição Acesso Símbolo Descrição 
A01 NM_000477 ALB Albumin 
A02 NM_000697 ALOX12 Arachidonate 12-lipoxygenase 
A03 NM_021146 ANGPTL7 Angiopoietin-like 7 
A04 NM_001159 AOX1 Aldehyde oxidase 1 
A05 NM_000041 APOE Apolipoprotein E 
A06 NM_004045 ATOX1 ATX1 antioxidant protein 1 homolog (yeast) 
A07 NM_004052 BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 
A08 NM_001752 CAT Catalase 
A09 NM_002985 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 
A10 NM_005125 CCS Copper chaperone for superoxide dismutase 
A11 NM_007158 CSDE1 Cold shock domain containing E1, RNA-binding 
A12 NM_000101 CYBA Cytochrome b-245, alpha polypeptide 
B01 NM_134268 CYGB Cytoglobin 
B02 NM_001013742 DGKK Diacylglycerol kinase, kappa 
B03 NM_014762 DHCR24 24-dehydrocholesterol reductase 
B04 NM_175940 DUOX1 Dual oxidase 1 
B05 NM_014080 DUOX2 Dual oxidase 2 
B06 NM_004417 DUSP1 Dual specificity phosphatase 1 
B07 NM_001979 EPHX2 Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic 
B08 NM_000502 EPX Eosinophil peroxidase 
B09 NM_021953 FOXM1 Forkhead box M1 
B10 NM_197962 GLRX2 Glutaredoxin 2 
B11 NM_153002 GPR156 G protein-coupled receptor 156 
B12 NM_000581 GPX1 Glutathione peroxidase 1 
C01 NM_002083 GPX2 Glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal) 
C02 NM_002084 GPX3 Glutathione peroxidase 3 (plasma) 
C03 NM_002085 GPX4 Glutathione peroxidase 4 (phospholipid hydroperoxidase) 
C04 NM_001509 GPX5 Glutathione peroxidase 5 (epididymal androgen-related protein) 
C05 NM_182701 GPX6 Glutathione peroxidase 6 (olfactory) 
C06 NM_015696 GPX7 Glutathione peroxidase 7 
C07 NM_000637 GSR Glutathione reductase 
C08 NM_000178 GSS Glutathione synthetase 
C09 NM_001513 GSTZ1 Glutathione transferase zeta 1 
C10 NM_001518 GTF2I General transcription factor IIi 
C11 NM_006121 KRT1 Keratin 1 
C12 NM_006151 LPO Lactoperoxidase 
D01 NM_000242 MBL2 Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble 
D02 NM_004528 MGST3 Microsomal glutathione S-transferase 3 
D03 NM_000250 MPO Myeloperoxidase 
D04 NM_002437 MPV17 MpV17 mitochondrial inner membrane protein 
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Continuação ANEXO 2. 
Posição Acesso Símbolo Descrição 
D05 NM_012331 MSRA Methionine sulfoxide reductase A 
D06 NM_005954 MT3 Metallothionein 3 
D07 NM_004923 MTL5 Metallothionein-like 5, testis-specific (tesmin) 
D08 NM_000265 NCF1 Neutrophil cytosolic factor 1 
D09 NM_000433 NCF2 Neutrophil cytosolic factor 2 
D10 NM_003551 NME5 Non-metastatic cells 5, protein expressed in (nucleoside-diphosphate kinase) 
D11 NM_000625 NOS2 Nitric oxide synthase 2, inducible 
D12 NM_024505 NOX5 NADPH oxidase, EF-hand calcium binding domain 5 
E01 NM_002452 NUDT1 Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 1 
E02 NM_181354 OXR1 Oxidation resistance 1 
E03 NM_005109 OXSR1 Oxidative-stress responsive 1 
E04 NM_020992 PDLIM1 PDZ and LIM domain 1 
E05 NM_015553 IPCEF1 Interaction protein for cytohesin exchange factors 1 
E06 NM_007254 PNKP Polynucleotide kinase 3'-phosphatase 
E07 NM_002574 PRDX1 Peroxiredoxin 1 
E08 NM_005809 PRDX2 Peroxiredoxin 2 
E09 NM_006793 PRDX3 Peroxiredoxin 3 
E10 NM_006406 PRDX4 Peroxiredoxin 4 
E11 NM_181652 PRDX5 Peroxiredoxin 5 
E12 NM_004905 PRDX6 Peroxiredoxin 6 
F01 NM_020820 PREX1 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange factor 1 
F02 NM_006093 PRG3 Proteoglycan 3 
F03 NM_183079 PRNP Prion protein 
F04 NM_000962 PTGS1 Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 
F05 NM_000963 PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 
F06 NM_012293 PXDN Peroxidasin homolog (Drosophila) 
F07 NM_144651 PXDNL Peroxidasin homolog (Drosophila)-like 
F08 NM_014245 RNF7 Ring finger protein 7 
F09 NM_182826 SCARA3 Scavenger receptor class A, member 3 
F10 NM_203472 SELS Selenoprotein S 
F11 NM_005410 SEPP1 Selenoprotein P, plasma, 1 
F12 NM_003019 SFTPD Surfactant protein D 
G01 NM_016276 SGK2 Serum/glucocorticoid regulated kinase 2 
G02 NM_012237 SIRT2 Sirtuin 2 
G03 NM_000454 SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble 
G04 NM_000636 SOD2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial 
G05 NM_003102 SOD3 Superoxide dismutase 3, extracellular 
G06 NM_080725 SRXN1 Sulfiredoxin 1 
G07 NM_006374 STK25 Serine/threonine kinase 25 
G08 NM_000547 TPO Thyroid peroxidase 
G09 NM_003319 TTN Titin 
G10 NM_032243 TXNDC2 Thioredoxin domain containing 2 (spermatozoa) 
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Continuação ANEXO 2. 
Posição Acesso Símbolo Descrição 
G11 NM_003330 TXNRD1 Thioredoxin reductase 1 
G12 NM_006440 TXNRD2 Thioredoxin reductase 2 
H01 NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin 
H02 NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 
H03 NM_012423 RPL13A Ribosomal protein L13a 
H04 NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
H05 NM_001101 ACTB Actin, beta 
H06 SA_00105 HGDC Human Genomic DNA Contamination 
H07 SA_00104 RTC Reverse Transcription Control 
H08 SA_00104 RTC Reverse Transcription Control 
H09 SA_00104 RTC Reverse Transcription Control 
H10 SA_00103 PPC Positive PCR Control 
H11 SA_00103 PPC Positive PCR Control 
H12 SA_00103 PPC Positive PCR Control 
Posição: refere-se à posição do gene na placa onde as reações foram realizadas; 
GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 
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ANEXO 3: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo, referente ao uso de uma das populações para o estudo “Investigação de polimorfismos 
genéticos e variantes raras e sua associação com o envelhecimento bem-sucedido”. 
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Continuação ANEXO 3. 
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ANEXO 4: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo, referente ao uso de uma das populações para o estudo “Investigação de polimorfismos 
genéticos e variantes raras e sua associação com o envelhecimento bem-sucedido”. 
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Continuação ANEXO 4. 
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ANEXO 5: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo, referente ao uso de uma das populações para o estudo “Investigação de polimorfismos 
genéticos e variantes raras e sua associação com o envelhecimento bem-sucedido”. 
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Continuação ANEXO 5. 
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ANEXO 6: Artigo publicado referente aos resultados do “Estudo da prevalência e dos fatores 
associados a queixas de sono em populações de idosos acima de 65 anos em países em 
desenvolvimento”, na revista Sleep Medicine em 2012. 
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Continuação ANEXO 6. 
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Continuação ANEXO 6. 
 
 
 
 
 
155 
 
 
1
5
5
 
Continuação ANEXO 6. 
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Continuação ANEXO 6. 
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Continuação ANEXO 6. 
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ANEXO 7: Artigo em fase de submissão para publicação referente aos resultados do padrão de sono 
e perfil bioquímico do estudo “Avaliação do padrão de sono, do perfil bioquímico, hormonal e 
oxidativo, da expressão gênica e de sua regulação entre indivíduos Jovens, Idosos e Longevos”, para 
a revista Neurobiology of Aging. 
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Abstract 
Introduction: Some individuals are able to successfully reach very old ages, reflecting 
higher adaptation against the age-associated effects. Sleep is one of the processes 
deeply affected by aging; however few studies evaluating sleep in well succeeded 
long-lived individuals have been reported to date. The aim of this study was to 
characterize the sleep pattern and biochemical profile of long-lived individuals and 
compare them to young and elderly. Methods: Oldest Old (N=10, age 85-105 years 
old), Older Adult (N=13, age 60-70 years old) and Young Adult (N=15, age 20-30 
years old) males underwent full-night polysomnography and one-week actigraphic 
recording and peripheral blood collection. Results: Although the Oldest Old 
individuals showed lower sleep efficiency and REM sleep when compared to the 
Older Adults, no significant differences in stage N3 were detected. In addition, stage 
N3 delta power did not differ among groups. The actigraphic measurements revealed 
that the Oldest Old individuals maintain strictly regular sleep-wake schedules. The 
Oldest Old individuals also presented higher HDL-cholesterol and lower triglyceride 
levels than Older Adults, suggesting the association between a healthier lipid profile 
and longevity. Conclusions: The present study revealed novel data regarding specific 
sleep patterns and maintenance of slow wave sleep in the oldest old. Taking together 
with the favorable lipid profile, these results support the role of the sleep and lipid 
metabolism regulation on the maintenance of longevity in humans. 
 
Key-words: sleep, longevity, slow wave sleep, actigraphy, lipid profile. 
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Introduction 
Sleep is essential for physical and mental well-being and is one of the responsible for 
the maintenance of a healthy organism (Tufik et al., 2009). Both rapid eye movement 
(REM) and non-REM (NREM) sleep have been described as involved in crucial roles 
of physiological aspects and changes in their quantity and distribution are associated 
with physical, behavioral, metabolic and cognitive impairment, which is entirely 
related to the concomitant increased risk of developing chronic diseases (Walker, 
2008, Levy et al., 2009, Czeisler, 2011, Pack and Pien, 2011, Lal et al., 2012). 
It is well known that in humans, sleep go through an ontogenetic process of 
alterations that starts in the newborn and lasts for the entire lifespan. With increasing 
age, the sleep architecture changes both in quantity and in the proportions of each 
sleep stage and occurrence of sleep associated events. In general, increase in sleep 
latency, percentage of stages N1 and N2 and wake after sleep onset, as well as 
decrease in total sleep time, sleep efficiency, slow wave sleep and REM sleep have 
been reported to be associated with aging (Ohayon et al., 2004, Espiritu, 2008). 
Moreover, reduction of electroencephalogram (EEG) spectral power in NREM and 
REM sleep and decrease in delta activity were also reported (Smith et al., 1977, 
Landolt and Borbely, 2001). In addition to structural changes, elderly experience 
phase advance (tendency to sleep and wake-up earlier) (Ancoli-Israel, 1997) and 
have increased prevalence of sleep disorders, which are significantly associated with 
morbidity and mortality (Dew et al., 2003, Mazzotti et al., 2012b). 
Although the sleep in older adults is well characterized, few studies aimed to 
investigate sleep patterns of individuals above 80 years old. It is believed that 
individuals who are able to successfully reach very old ages might develop higher 
adaptation against the age-associated effects; however, the mechanisms involved in 
this process are still not completely known (Barbieri et al., 2008).  
Previous reports on sleep in long-lived individuals are mainly epidemiological studies 
evaluating self-report questionnaires of sleep quality or declared total sleep time (Gu 
et al., 2010, Chang-Quan et al., 2012). A positive relationship among sleep quality, 
survival and successful aging have been reported in centenarians, indicating the 
importance of healthy sleep habits to the longevity (Tafaro et al., 2007). 
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Taking together the lack of comprehensive studies about the quantitative 
characterization of sleep in individuals that reached very older ages and the need to 
better understand the role of sleep and its related features in maintaining longevity, 
the aim of the present study was to characterize the sleep pattern and biochemical 
profile of long-lived individuals and compare them to young and elderly in to identify 
possible sleep signatures of longevity in humans. 
 
Methods 
Studied sample and study protocol 
One hundred thirty-two young adult (20 to 30 years old) and elderly (above 60 years 
old) males from ongoing epidemiological studies in São Paulo, Brazil, or recruited 
through local advertising underwent a phone or in person interview about health and 
lifestyle habits. Only male individuals were selected since the reproductive cycle in 
women imposes significant impact on sleep (Hachul et al., 2010). After this 
screening, individuals free of uncontrolled severe chronic disease such as cancer, 
cardiovascular disease, digestive disorders, type 2 diabetes or neurological and 
psychiatric antecedents were selected to participate. After selection criteria, thirty-
eight individuals were included in the protocol and were distributed into three groups 
according to their age: 1) Oldest Old (N=10, age range 85 to 105 years old); 2) Older 
Adult (N=13, age range 60-70 years old); and 3) Young Adult (N=15, age range 20-
30 years old) groups. All participants were invited to spend one night at the Sleep 
Institute in São Paulo, Brazil, where they were informed about the study protocol, 
underwent standardized questionnaire data collection, full-night polysomnography 
(PSG) and blood collection. After up to 23 weeks, the participants of the Young Adult 
and Older Adult groups were contacted again, underwent a second night of PSG, 
and were invited to use an actigraph and fulfill a sleep diary during one week starting 
from this second night. Due to limitations associated with their age, individuals from 
the Oldest Old group underwent only one night of PSG. These individuals were also 
invited to use the actigraph and fulfill the sleep diary for one week after the PSG 
night. The study protocol was approved by the Research Ethics Committee of the 
Universidade Federal de São Paulo (CEP 1990/08) and all volunteers read and 
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signed the informed consent form, according to the Declaration of Helsinki. This 
study is also part of a larger study registered in ClinicalTrials.gov (Name: Genetic and 
Physiological Aspects of Oxidative Profile in Sleep and Well-succeed Aging; Number: 
NCT01480037; URL: 
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01480037?term=NCT01480037&rank=1). 
Questionnaires 
The participants answered the following questionnaires in order to better characterize 
their sleep quality and patterns: Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) (Buysse et al., 
1989), Insomnia Severity Index (ISI) (Morin et al., 2011), Horne and Ostberg (HO) 
morningness eveningness questionnaire (Horne and Ostberg, 1976); Epworth 
Sleepiness Scale (ESS) (Johns, 1991); Katz Index of Independence in Activities of 
Daily Living (ADL) (Katz et al., 1963); Mini-Mental State Examination (MMSE) 
(Folstein et al., 1975) and Geriatric Depression Scale (Yesavage et al., 1982). For 
the Young Adult and Older Adult groups, the PSQI and ISI questionnaires were 
applied in the first visit and all the others in the second visit, except for the ESS, that 
was applied in both visits. For the Oldest Old group, all questionnaires were applied 
in the single visit. Data from the geriatric-specific questionnaires were reported only 
for the Older Adult and Oldest Old groups. 
Polysomnography 
Young Adult and Older Adult individuals underwent two non-consecutive full-night 
PSGs and Oldest Old individuals underwent a single night of measurements. PSG 
were performed using the digital system EMBLA® S7000 (Embla Systems Inc., 
USA). Biological variables were monitored continuously using 
electroencephalography (F3-M2, F4-M1, C3-M2, C4-M1, and O1-M2 derivations), 
electrooculography, submental and anterior tibialis electromyography and 
electrocardiogram (V2 derivation). Airflow was measured using a thermocouple and 
pressure transducer and respiratory effort was detected using chest and abdominal 
piezoelectric sensors. Oxygen saturation and pulse were recorded with a pulse 
oximeter. Sleep scoring and associated events were performed by an experienced 
sleep technician following the recommended criteria of the American Academy of 
Sleep Medicine Manual for Scoring Sleep and Associated Events (Iber et al., 2007). 
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The analyzed parameters comprised sleep latency (minutes), REM sleep latency 
(minutes), total sleep time (TST, minutes), sleep efficiency (%), stage N1 (%), stage 
N2 (%), stage N3 (%), stage REM sleep (%), minutes awake, arousal index 
(Arousals/h), periodic limb movement index (PLM/h), apnea-hypopnea index (AHI), 
baseline oxyhemoglobin (Baseline SO2, %), mean oxygen saturation (Mean SO2, %) 
and minimum oxygen saturation (Minimum SO2, %). 
First night effect of Young Adult and Older Adult individuals was verified, since they 
were subjected to two PSGs. No major differences were found between sleep 
parameters between the first and second night in both groups (Supplementary Tables 
1 and 2). However, we used the parameters of the first night to compare the PSG 
parameters among the three groups, without introducing the potential bias of the 
adaptation night. 
Sleep EEG Spectral Analysis 
The spectral analysis of sleep EEG was performed as previously described (Mazzotti 
et al., 2012a) with some modifications. In brief, a specific syntax in R (version 2.10.1) 
was used, in which EEG waves from O2-M1, C4-M1, and F4-M1 derivations were 
decomposed into delta (<4 Hz), theta (4–7.9 Hz), alpha 1 (8–9.9 Hz), alpha 2 (10–
12.9 Hz), beta 1 (13–17.9 Hz), beta 2 (18–29.9 Hz), and gamma (≥30 Hz) frequency 
bands using the fast Fourier transformation, with sampling rate of 200 Hz and epochs 
of 30 s. The derivations were chosen based on the visual overall quality of the signal 
across individuals. The filter settings used were according to standard criteria of 
sleep EEG data acquisition (low frequency filter of 0.3 Hz; high frequency filter of 35 
Hz; time constant of 0.3 seconds and notch filter of 60 Hz). The descriptive data 
(mean, standard deviation (SD), median, and interquartile range) from each 30 s 
window were calculated, and the 5% of time windows with the highest signal 
amplitude at each sleep stage were considered as outliers and excluded from 
analysis. 
Actigraphy 
To evaluate the rest and activity patterns, wrist activity was recorded using the 
Motionlogger Watch actigraph (Ambulatory Monitoring, Inc, USA) for one week, 
following the second night of PSG for the Young Adult and Older Adult groups or 
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after the single night for the Oldest Old group. Data acquisition was performed using 
the zero-crossing mode in one-minute epochs according to previously published 
validation study (de Souza et al., 2003) and using default settings. A sleep diary was 
also fulfilled by the individuals to determine and synchronize specific events such as 
wake-up and sleep schedules, naps, and periods of removal of the actigraph. Sleep 
(rest) and wake (active) periods were automatically scored using the Cole-Kripke 
algorithm (Cole et al., 1992) in the Action-W version 2 software (Ambulatory 
Monitoring, Inc, USA). The following parameters were analyzed: mean and coefficient 
of variation (CV) of nocturnal sleep and wake-up times and start/end times of diurnal 
naps, mean and CV of sleep period duration and nap duration, mean sleep efficiency 
(%), mean sleep latency (minutes), mean wake after sleep onset (WASO, minutes) 
and number of naps. Analyses were performed for all days of actigraph usage (seven 
consecutive days) and separately for weekdays and weekends. 
Laboratory Measurements 
After the second night of PSG (Young Adult and Older Adult groups) or the single 
night (Oldest Old group), peripheral blood was collected to measure the following 
levels using standard routine methodologies as indicated in parenthesis: fasting 
glucose (enzymatic colorimetric), urea (enzymatic colorimetric), creatinine 
(colorimetric), albumin (colorimetric), total cholesterol (enzymatic colorimetric), LDL-
cholesterol (enzymatic colorimetric), HDL-cholesterol (enzymatic colorimetric), VLDL-
cholesterol (enzymatic colorimetric) and triglycerides (enzymatic colorimetric). 
Statistical analysis 
Shapiro-Wilk test was performed for all continuous variables to verify normality of the 
data. The questionnaire outcomes, polysomnographic and actigraphic sleep 
parameters, as well as the biochemical levels were compared among Young Adult, 
Older Adult and Oldest Old groups using one-way analysis of variance (ANOVA) with 
Bonferroni post hoc test or Kruskal-Wallis test followed by pairwise Mann-Whitney 
test comparisons. Spectral analysis results were Z-score standardized and the 
effects of age on frequency specific spectral power at each sleep stage and at each 
derivation were verified using one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test. All 
statistical analyses were performed using PASW Statistics 18 (SPSS Inc, USA) and 
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the significance level was set at p=0.05. Results are mainly represented by mean ± 
SD. 
 
Results 
Sample characteristics 
The studied sample consisted of male individuals from three distinct age groups. 
Mean ± SD age for Young Adult, Older Adult and Oldest Old individuals were 
24.33±2.19, 65.54±3.05, and 91.9±6.06 years, respectively. Body mass index were 
24.04±2.74 for Young Adult, 25.87±3.56 for Older Adult and 24.96±3.55 for Oldest 
Old, and did not statistically differ among groups (F(2,35)=1.103; p=0.343). Six 
individuals from the Older Adult group and five from the Oldest Old group showed 
controlled chronic diseases (type 2 diabetes, dyslipidemia or hypertension) and were 
taking medications at the time of the PSG. 
Subjective sleep quality and pattern measured by questionnaire assessment 
To assess subjective sleep quality and verify the effect of aging and longevity on 
these patterns, a variety of validated questionnaires were applied in the three studied 
groups. No significant differences were found for the outcomes of the following 
questionnaires among Young Adult, Older Adult and Oldest Old individuals, 
respectively: PSQI (5.2±2.1, 4.1±1.7 and 7.0±4.6, Kruskal-Wallis test χ2=4.308, 
p=0.116), ISI (4.3±3.3, 2.4±1.9 and 5.6±5.0, Kruskal-Wallis test χ2=4.907, p=0.086), 
ESS applied in the first visit (8.3±4.6, 6.3±3.8 and 8.8±4.1, ANOVA F(2,33)=1.131, 
p=0.335) and ESS applied in the second visit (Young Adult and Older Adult only, 
respectively: 7.6±4.3 and 6.4±3.8, Mann-Whitney U=60.00, p=0.485). Nevertheless, 
the HO morningness eveningness questionnaire revealed significant differences 
among the groups (ANOVA F(2,28)=21.444, p<0.001). Both Older Adult (67.9±12.8) 
and Oldest Old (66.8±9.0) individuals showed higher scores than Young Adult 
(42.2±9.7, post hoc test for both comparisons p<0.001) indicating that the aging is 
associated with morning chronotype while young individuals tend to have an evening 
chronotype. No significant difference between Older Adult and Oldest Old groups 
was found for this outcome. 
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Geriatric-specific questionnaires were also applied for the Older Adult and Oldest Old 
groups in order to better evaluate their status. Significant differences were found 
between groups for the Katz Index of Independence in ADL (Mann-Whitney U =45.4, 
p=0.039). More specifically, three individuals from the Oldest Old group presented at 
least one degree of dependence and only one presented dependence in three 
activities. Moreover, Oldest Old individuals showed significantly lower MMSE scores 
(22.8±5.6) and higher GDS scores (2.8±2.1) than Older Adult (28.2±1.1, Mann-
Whitney U=9.5, p<0.001, and 0.9±1.4, Mann-Whitney U=23.0, p=0.037, respectively). 
These results indicate a slightly impairment in cognitive, physical and behavioral 
aspects specific of older ages that should be taken into account when investigating 
the parameters of sleep quality and quantity in these individuals. 
Polysomnographic parameters and sleep electroencephalogram spectral power 
The PSG parameters used to verify the effect of aging and longevity were derived 
from the first PSG night for all individuals. Table 1 shows the results for Young Adult, 
Older Adult and Oldest Old individuals. In summary, Oldest Old individuals showed 
significantly higher REM sleep latency, lower TST, lower sleep efficiency, lower REM 
sleep and more minutes awake than Young Adult and Older Adult (p<0.05, Table 1). 
In addition, the Older Adult and the Oldest Old showed more arousals/h, more 
PLM/h, higher AHI and lower Baseline and Minimum SO2 than Young Adult (p<0.05, 
Table 1). The Older Adult also showed significantly lower TST, sleep efficiency and 
Mean SO2 than Young Adult individuals (p<0.05, Table1). No significant differences 
in sleep latency or stage N2 were found for any of the comparisons. Although a 
slightly decrease in stage N3 was observed both in Older Adult (20.6±6.6) and Oldest 
Old individuals (19.1±17.5) when compared to Young Adult (25.7±5.6; p=0.287), no 
trend towards significant decrease was detected when Older Adult and Oldest Old 
subjects were compared. The present findings on the macrostructure of sleep 
indicate that overall, Oldest Old individuals showed decreased sleep quality 
parameters than the other groups, but maintain some specific parameters such as 
stage N3. 
The spectral analysis of sleep EEG was also performed using data derived from the 
first PSG night. Figure 1 represents the delta and theta spectral power for each sleep 
stage separately (N1, N2, N3 and REM), recorded by the selected EEG derivations. 
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The full results of the spectral power in all frequency bands, sleep stages and 
derivations are shown in Supplementary Table 3 and in Supplementary Figure 1. 
Overall, Oldest Old individuals showed higher theta power than Young Adults and 
Older Adults in stage N1, verified both in C4-M1 (p=0.001 and p=0.012, respectively) 
and F4-M1 derivations (p=0.001 and p=0.010, respectively). In addition, Older Adults 
showed lower delta power in stage N2 than Young Adults (F4-M1, p=0.030), and 
Oldest Old individuals (O2-M1, p=0.043). Theta power in Young Adults was 
significantly lower than Oldest Old individuals in stage N2 (F4-M1, p=0.016) and 
lower than Older Adults in stage N3 (F4-M1, p=0.036). Interestingly, no significant 
differences in stage N3 delta power among groups in all studied derivations were 
found (p>0.05). 
Fast EEG waves (alpha 1, alpha 2, beta 1, and beta 2) also showed specific patterns 
in longevity (Supplementary Table 3 and Supplementary Figure 1). While Older 
Adults showed overall significantly higher power of these fast frequency bands than 
Young Adults, these differences were not statistically significant in the Oldest Old 
group, suggesting similarity of these patterns between these groups 
Rest and activity patterns in aging and longevity 
The rest and activity patterns were characterized for the studied individuals using 
wrist actigraphy. The effect of age on investigated parameters represented by their 
mean or CV on seven consecutive days of actigraph usage is shown on Table 2. In 
summary, Oldest Old individuals slept earlier, showed lower mean sleep efficiency 
and more time WASO than Young Adults and Older Adults. Moreover, Oldest Old 
individuals woke up earlier, showed less variation in sleep onset time, wake-up time 
and sleep duration than Young Adults, indicating a higher degree of regularity in 
sleep schedules. Although Older Adults also showed less variation in the same 
parameters when compared to Young Adults, these differences were not significant. 
The number of naps reported by the participants and verified by the actigraph 
recordings was also measured and differed among groups (Kruskal-Wallis Χ2=6.696, 
p=0.031). Both Older Adult (2.71±2.56) and Oldest Old individuals (3.71±2.36) had 
more naps than Young Adult (0.73±0.79) but this difference was only significant for 
the Oldest Old (p=0.015). Nap start and end times, duration and their respective CV 
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did not differ between Older Adult and Oldest Old (p>0.05, Supplementary Table 4). 
For all actigraphic parameters, no major differences were found when weekdays and 
weekends were analyzed separately (Supplementary Table 4). 
Biochemical measurements in aging and longevity 
Table 3 represents the biochemical levels of the studied groups. Overall, Older 
Adults, but not the Oldest Old, showed higher triglyceride (p=0.009), total cholesterol 
(p=0.030), and VLDL-cholesterol levels (p=0.010) than Young Adults. Furthermore, 
HDL-cholesterol levels in the Oldest Old group were higher than both Young 
(p=0.032) and Older Adults (p=0.020). Additionally, Young Adults showed lower 
glucose levels than Older Adults (p=0.004) and Oldest Old individuals (p=0.003) and 
higher albumin levels than Oldest Old individuals (p=0.007). Taken together, these 
findings suggest that the Oldest Old individuals present a more favorable lipid profile. 
 
Discussion 
The characterization of the physiological aspects of sleep in Oldest Old individuals 
has brought some clues to the understanding of the role of sleep in maintaining the 
functioning organism in extremely older ages. The main findings of the present study 
were that, although Oldest Old individuals showed poorer sleep quality, no significant 
differences in the percentage of stage N3 or in stage N3 delta power were detected 
when compared to the Older Adult group. In addition, the actigraphic measurements 
revealed that Oldest Old individuals maintain strictly regular sleep and wake 
schedules, and laboratory examinations showed that these individuals also 
presented a better lipid profile than Older Adults. 
Alterations in sleep architecture are expected with aging and might be related to a 
reduction in the ability to sleep, rather than a decrease in the need for sleep itself 
(Cooke and Ancoli-Israel, 2006). Our findings corroborate the decrease in TST and 
sleep efficiency, and higher number of arousals, PLM, and AHI found in previous 
studies in elderly (Bliwise, 1993). Hoch et al. (1990) focused in the characterization of 
sleep-disordered breathing in elderly in their seventh, eighth and ninth decades of life 
and found that this disorder increases with advancing age even in the healthy elderly 
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(Hoch et al., 1990).Thus, the duration and efficiency of sleep might be impaired by 
the higher number of arousals as a consequence of apnea/ hypopnea or movement 
disorder events. In the Oldest Old individuals, we found that this process is 
emphasized, which clearly accentuates the impairment observed in the sleep of the 
very old, as evidenced by the decrease in REM sleep percentage, increase in 
superficial sleep stages, and decline of cognitive and physical aspects, as verified by 
the MMSE and Katz Index of Independence in ADL scores.  
Wauquier et al. (1992) also described the sleep structure in healthy elderly males and 
females with age ranging from 88 to 102 years and their main findings were the 
gender differences in sleep parameters. In this study, males presented lower TST, 
shorter REM sleep latency, and less slow wave sleep than females (Wauquier et al., 
1992), but no comparison with younger groups was reported. In previous studies, 
reduction in slow wave sleep was also characterized in the aged brain (Cirelli, 2012); 
however, the slightly decrease we found in stage N3 percentage was not significant 
both for Older Adults and Oldest Old individuals. On the other hand, no trend towards 
a decrease in stage N3 when Oldest Old was compared to Older Adult was found 
and no differences in stage N3 delta power were detected either. Therefore, both 
aging and longevity might have an effect on specific aspects of sleep EEG spectral 
power; and, taken together with the sleep macrostructure results, it appears that the 
maintenance of slow wave sleep in both quantity (stage N3%) and quality (stage N3 
delta power) is essential in all stages of the human lifespan and might not be 
subjected to decrease in older ages, relative to young elderly. 
A meta-analysis representing more than 3,500 individuals of the entire age-spectrum 
(5-102 years old) found a significant increase in stages N1 and N2 with aging. In this 
study, when only elderly individuals were investigated, the slow wave sleep amount 
did not decrease with increasing aging, agreeing with our findings (Ohayon et al., 
2004). In addition, sleep homeostasis response to naps, verified by sleep EEG delta 
power, was reported to behave equally in young and elderly (Campbell and Feinberg, 
2005). These results point out that even in older ages, individuals must have a 
minimum of slow wave sleep to maintain all their physiological processes, and still 
continue to produce adequate responses to sleep homeostasis, which highlights the 
importance of this stage to the successful aging and longevity. 
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Regarding the other frequency bands, our results have shown specific patterns of 
theta waves in stage N1 as well as alpha and beta waves mainly in stages N3 and 
REM in the Oldest Old individuals, an indicative of specific sleep EEG signature in 
longevity. Cortical activation is directly related to increase in power of high frequency 
bands in EEG, and previous studies showed that increasing age was associated with 
higher power in the beta range (Carrier et al., 2001). Interestingly, in our study, 
although these patterns were observed in Older Adults, the same was not verified for 
the Oldest Old group, suggesting that the brain of the oldest old may not be as much 
subjected to cortical activation as the Older Adult, despite the increase in the number 
of arousals (Table 1). In this sense, these evidence may indicate that the older brain 
might respond differently to cortical activation during sleep; however, longitudinal and 
neuroimaging studies need to be performed in order to confirm the 
neurodevelopmental changes that lead to the EEG patterns identified in the Oldest 
Old individuals by the present study. 
Another interesting feature observed was the phase advance phenomenon, which 
was clearly characterized in the Oldest Old individuals, both by the HO morningness 
and eveningness questionnaire and the actigraphic recordings. This event has been 
well-described in the literature and it is thought to be associated with the inability to 
maintain sleep at specific circadian phases or as a consequence of alterations in the 
circadian regulation of physiological processes with aging (Edwards et al., 2010). 
Nevertheless, Oldest Old individuals showed strictly regular sleep patterns as 
evidenced by sleep diary and actigraphic recordings. These individuals tend to go to 
bed, wake-up, and take naps almost at the same circadian time. These findings did 
not agree with the decrease of circadian regulation previously mentioned, and 
therefore, it might be hypothesized that Oldest Old individuals are under strict 
circadian regulation, differently from the Older Adult. It has been described in 
Japanese from Okinawa, individuals classified as having good sleep health, that 
regular sleep schedules and afternoon naps are associated with healthy lifestyle and 
emotional adaptability (Taira et al., 2002), which are factors that might be associated 
with survival and competence to reach extreme ages.  
Probably the most important relationship identified was the co-occurrence of the 
maintenance of slow wave sleep, regular sleep patterns and a favorable lipid profile 
in the Oldest Old. It is known that HDL has antioxidant proprieties and higher HDL-
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cholesterol levels are associated with antiatherogenic effects (Kontush and 
Chapman, 2006, Boes et al., 2009). In addition, higher total cholesterol, VLDL-
cholesterol and triglycerides, and lower HDL-cholesterol levels are important 
predictors of cardiovascular events (Cullen, 2000), which might reflect a decrease in 
the lipid metabolism control usually present in the elderly (Mazzotti et al., 2011). 
These findings suggest that Oldest Old individuals might be considered as survivors, 
protected against cardiovascular events. Interestingly, experimental and 
epidemiological evidences suggest that impairment in slow wave sleep is responsible 
for a lack of hormonal regulation and has been associated as risk factor for metabolic 
syndrome features such as type 2 diabetes and obesity (Van Cauter et al., 2008). We 
identified maintenance of slow wave sleep in the Oldest Old that could be related to a 
better regulation of lipid metabolism, appetite and hormonal control, reflected by the 
presence of favorable lipid profile in these individuals. 
Furthermore, the regularity in sleep patterns might help to synchronize adequate 
hormone release and, together with a healthier diet usually shown by long-lived 
individuals, contribute to lower the cardiovascular risk and to increase longevity. To 
strength this hypothesis, we suggest that the caloric restriction, one of the most 
robust preventers or delayers of age-related processes and responsible for 
significantly extend lifespan (Barzilai et al., 2012), is also associated with sleep. In 
Drosophila, high calorie diet, besides reducing lifespan, accelerated age-related 
process, including sleep changes (Yamazaki et al., 2012). These data support that 
sleep is strongly regulated by calorie intake, and modulation of this process can 
modify the longevity in model organisms. We believe that a similar mechanism is 
present in humans and the data presented by our group support this hypothesis. 
To the best of our knowledge, this is the first report characterizing regular sleep 
patterns in long-lived individuals by using actigraphic recordings. We hypothesize 
that the higher degree of regularity in life might be one of the factors related to the 
healthier lifestyle, diet, and sleep quality of very old subjects. This issue has been 
discussed before, in which not only regularity, but attitude and even religiosity appear 
as important factors for the healthy aging (Walker, 1996). Therefore, to confirm our 
hypothesis, longitudinal studies focused on regularity in lifestyle, including sleep, are 
essential and will certainly give us insights on the biology of longevity. 
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In conclusion, we identified three major features associated with longevity: the 
maintenance of slow wave sleep in Oldest Old individuals when compared to Older 
Adults; the existence of strictly regular sleep patterns among Oldest Old individuals; 
and the occurrence of a favorable lipid profile in these individuals. Besides, 
signatures of sleep EEG in the brain of Oldest Old individuals were also described. 
These findings support the role of sleep and lipid metabolism control to the 
maintenance of longevity in humans, as well as the existence of common molecular 
mechanisms underlying these processes. 
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Table 1: Polysomnographic parameters measured in Young Adults, Older Adults and Oldest Old individuals. 
Polysomnographic parameters 
YA (N=15) 
  
OA (N=13) 
  
OO (N=10) 
F or χ
2 b
 p 
Post hoc p value 
  
YA x OA YA x OO OA x OO 
Mean SD Median  Mean SD Median  Mean SD Median 
Sleep Latency (min) 20.4 23.5 12.8   13.5 11.4 10.5   41.4 43.9 23.45 4.004 0.135 NS 
REM Sleep Latency (min)
a
 96.5 28.3 85 
 
100.8 49.0 91 
 
182.0 102.3 155.25 7.229 0.027 0.662 0.006 0.043 
Total Sleep Time (min) 383.0 29.5 383.5 
 
343.8 55.9 340.5 
 
198.6 90.5 194.5 21.522 <0.001 0.048 <0.001 0.001 
Sleep Efficiency (%) 89.4 6.0 91.7 
 
77.4 12.7 78.1 
 
45.7 19.4 44 23.377 <0.001 0.008 <0.001 0.001 
Stage N1 % 7.6 2.6 7.2 
 
16.7 7.3 15.4 
 
27.5 20.1 25.45 18.889 <0.001 <0.001 0.002 0.163 
Stage N2 % 47.3 7.6 46.9 
 
42.7 7.9 42.6 
 
43.5 9.2 41.65 1.292 0.287 NS 
Stage N3 % 25.7 5.6 23.7 
 
20.6 6.6 22.9 
 
19.1 17.5 15.25 1.472 0.243 NS 
Stage REM % 19.5 4.2 18.7 
 
20.0 5.7 23 
 
9.9 8.8 10.55 9.092 0.011 0.534 0.007 0.011 
Minutes Awake 29.5 15.0 29 
 
88.5 56.7 81.4 
 
172.5 66.1 194.05 23.173 <0.001 0.001 <0.001 0.008 
Arousals/h 8.8 2.8 8.6 
 
23.8 11.2 22.4 
 
31.6 26.1 22.75 17.863 <0.001 <0.001 0.002 0.804 
Periodic Limb Movements/h 0.1 0.3 0 
 
12.8 23.5 0.6 
 
14.6 14.2 14.35 12.804 0.002 0.002 0.001 0.466 
Apnea-Hypopnea Index 1.7 3.1 0.7 
 
16.7 17.2 14.8 
 
30.3 29.0 28.8 20.075 <0.001 <0.001 <0.001 0.215 
Baseline SO2 (%) 97.0 0.9 97.1 
 
94.4 1.7 94.5 
 
95.0 2.8 95.6 13.308 0.001 <0.001 0.040 0.264 
Mean SO2 (%) 96.3 1.0 96.3 
 
94.1 1.8 93.8 
 
94.2 2.8 93.95 8.728 0.013 0.002 0.107 0.804 
Minimum SO2 (%) 92.8 1.9 93   87.0 5.6 87   88.0 6.0 89.5 9.737 0.008 0.007 0.011 0.513 
REM: rapid eye movement; min: minutes; h: hour; SO2: oxyhemoglobin saturation; SD: standard deviation; N: number of individuals; NS: non-significant; YA: 
Young Adult; OA: Older Adult; OO: Oldest Old; 
a
: Two individuals from the Oldest Old group did not reach REM sleep, so their REM sleep latency were considered as missing values and their Stage REM % 
were zero; 
b
: One-way analysis of variance (Stage N2 % and Stage N3 %) followed by Bonferroni post hoc test or Kruskal-Wallis test followed by pairwise Mann-Whitney 
tests. 
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Table 2: Measured actigraphic parameters among Young Adult, Older Adult and Oldest Old groups. These parameters represent the mean or coefficient of 
variation of seven consecutive days of actigraph usage. 
Actigraphic Parameter 
YA (N=11)   OA (N=7)   OO (N=7) 
F(2,22) / Χ
2
 p 
Post Hoc p value 
Mean SD Median 
 
Mean SD Median 
 
Mean SD Median YA x OA YA x OO OA x OO 
Mean Sleep Time (hh:mm) 1:06 AM 01:13 12:51 AM   12:14 AM 00:51 12:15 AM   9:57 PM 01:05 10:13 PM 17.639 <0.001 0.365 <0.001 0.002 
Sleep Time CV (%) 6.4% 2.9% 5.8% 
 
3.5% 1.2% 3.1% 
 
3.0% 1.9% 2.7% 8.427 0.015 0.023 0.014 0.404 
Mean Wake-up Time (hh:mm) 8:52 AM 01:24 8:52 AM 
 
7:36 AM 00:34 7:28 AM 
 
6:55 AM 01:23 6:15 AM 5.758 0.010 0.139 0.011 0.918 
Wake-up Time CV (%) 21.0% 8.2% 21.4% 
 
13.4% 5.2% 13.7% 
 
6.9% 4.3% 7.4% 10.077 0.001 0.079 0.001 0.395 
Mean Sleep Duration (min) 467.3 84.7 473.5 
 
442.9 62.3 435.8 
 
538.4 59.0 555.7 3.351 0.054 NS 
Sleep Duration CV (%) 21.4% 6.9% 21.3% 
 
14.6% 6.7% 13.5% 
 
9.2% 5.3% 9.1% 7.948 0.003 0.118 0.002 0.395 
Mean Sleep Efficiency (%) 96.9 1.8 97.8 
 
96.8 1.7 97 
 
89.7 4.3 90.2 13.695 0.001 0.751 0.001 0.003 
Mean Sleep Latency (min) 10.8 5.6 9.8 
 
9.6 5.0 7.3 
 
11.8 4.5 12 1.401 0.496 NS 
Mean WASO (min) 14.9 10.2 8.8   14.0 6.5 14   52.6 15.2 51.8 14.086 0.001 0.994 0.001 0.002 
N: number of individuals; CV: coefficient of variation; min: minutes; SD: standard deviation; NS: non-significant; WASO: wake after sleep onset; YA: Young 
Adult; OA: Older Adult; OO: Oldest Old; 
One-way analysis of variance followed by Bonferroni post hoc test (Mean Sleep Time, Mean Wake-up Time, Wake-up time CV and sleep duration CV) or 
Kruskal-Wallis test followed by pairwise Mann-Whitney tests (other variables). 
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Table 3: Biochemical levels of Young Adults, Older Adults and Oldest Old individuals. 
Biochemical levels 
YA (N=15)   OA (N=13)   OO (N=10) 
F(2,35)/ Χ
2
 p 
Post hoc p value 
Mean SD Median 
 
Mean SD Median 
 
Mean SD Median YA x OA YA x OO OA x OO 
  Fasting Glucose (mg/dL) 87.3 6.6 84   103.5 21.1 99   100.0 10.4 101.5 11.62 0.003 0.004 0.003 0.877 
Urea (mg/dL) 34.3 6.8 33 
 
36.1 10.4 33 
 
47.6 42.3 39.5 0.649 0.723 NS 
Creatinine (mg/dL) 1.1 0.1 1.15 
 
1.1 0.1 1.06 
 
1.4 0.7 1.26 4.059 0.131 NS 
Albumin (g/dL) 4.7 0.2 4.7 
 
4.6 0.3 4.5 
 
4.3 0.3 4.5 5.487 0.009 0.654 0.007 0.129 
Total cholesterol (mg/dL) 159.1 25.8 161 
 
185.4 25.2 184 
 
181.7 25.3 173 4.337 0.021 0.030 0.109 1.000 
HDL-cholesterol (mg/dL) 45.9 8.8 45 
 
46.2 10.4 44 
 
54.0 8.6 52.5 6.459 0.040 0.782 0.032 0.020 
LDL-cholesterol (mg/dL) 95.4 22.9 93 
 
112.8 22.5 114 
 
108.6 22.5 103.5 2.232 0.122 NS 
VLDL-cholesterol (mg/dL) 17.7 6.5 17 
 
26.4 9.5 24 
 
19.1 4.6 20.5 7.623 0.022 0.010 0.344 0.058 
Triglycerides (mg/dL) 88.7 32.2 84  131.6 47.8 121  95.3 22.6 101 7.691 0.021 0.009 0.360 0.063 
SD: standard deviation; NS: non-significant; YA: Young Adult; OA: Older Adult; OO: Oldest Old; 
One-way analysis of variance with Bonferroni post hoc test (albumin, total cholesterol and LDL-cholesterol); 
Kruskal-Wallis followed by pairwise Mann-Whitney tests (other variables). 
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Figure 1: Sleep electroencephalogram spectral analysis recorded using O2-M1, C4-M1 and F4-M1 derivations. Spectral power is shown for Delta (<4 Hz) and 
Theta (4-7.9 Hz). One-way analysis of variance followed by Bonferroni post hoc test using the Z-score of the spectral power as dependent variables. *p<0.05 
versus Young Adult; 
#
p<0.05 versus Older Adult; 
+
p<0.05 versus Oldest Old. Error bars represent standard error of the mean. 
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Supplementary Figure 1: Sleep electroencephalogram spectral analysis recorded using O2-M1 (A-D), C4-M1 (E-H) and F4-M1 (I-L) derivations. Spectral 
power is represented for each frequency band as follows: Delta (<4 Hz), Theta (4–7.9 Hz), Alpha 1 (8–9.9 Hz), Alpha 2 (10–12.9 Hz), Beta 1 (13–17.9 Hz), 
Beta 2 (18–29.9 Hz) and Gamma (≥30 Hz). One-way analysis of variance followed by Bonferroni post hoc test using the Z-score standardized spectral power 
as dependent variables. *p<0.05 versus Young Adult; # p<0.05 versus Older Adult. 
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Supplementary Table 1: Evaluation of the first-night effect on the polysomnographic parameters of Young Adult and Older Adult individuals. 
PSG parameter 
Young Adult (N=15) 
Z
a
 p 
  Older Adult (N=13) 
Z
a
 p First PSG night 
 
Second PSG Night 
 
First PSG night 
 
Second PSG Night 
Mean SD Median  Mean SD Median  Mean SD Median  Mean SD Median 
Sleep Latency (min) 20.4 23.51 12.8   19.1 35.9 10.7 -0.937 0.349   13.5 11.4 10.50   9.9 8.3 7.2 -1.399 0.162 
REM Sleep Latency (min)
a
 96.5 28.30 85 
 
87.8 43.7 82 -0.824 0.410 
 
100.8 49.0 91.00 
 
73.8 41.2 75.5 -2.062 0.039 
Total Sleep Time (min) 383.0 29.47 383.5 
 
361.6 74.2 386.5 -1.130 0.258 
 
343.8 55.9 340.50 
 
365.5 56.8 387 -0.943 0.345 
Sleep Efficiency (%) 89.4 6.02 91.7 
 
88.5 12.2 90.6 -0.454 0.649 
 
77.4 12.7 78.10 
 
83.1 9.4 86.2 -1.503 0.133 
Stage N1 % 7.6 2.56 7.2 
 
7.4 2.5 7.3 -0.710 0.478 
 
16.7 7.3 15.40 
 
14.6 7.3 11.9 -1.530 0.126 
Stage N2 % 47.3 7.56 46.9 
 
45.2 7.9 44.7 -0.909 0.363 
 
42.7 7.9 42.60 
 
39.8 6.6 40 -1.503 0.133 
Stage N3 % 25.7 5.55 23.7 
 
27.5 5.0 27.4 -1.306 0.191 
 
20.6 6.6 22.90 
 
24.6 5.7 23.3 -1.573 0.116 
Stage REM % 19.5 4.24 18.7 
 
19.9 6.5 21.5 -0.085 0.932 
 
20.0 5.7 23.00 
 
21.0 4.2 20.8 -0.510 0.610 
Minutes Awake 29.5 14.99 29 
 
25.5 15.8 20.8 -1.193 0.233 
 
88.5 56.7 81.40 
 
64.0 37.4 56.2 -1.503 0.133 
Arousals/h 8.8 2.80 8.6 
 
9.3 3.6 8.5 -0.483 0.629 
 
23.8 11.2 22.40 
 
20.0 8.6 20.2 -1.678 0.093 
PLM/h 0.1 0.34 0 
 
0.5 1.2 0 -1.461 0.144 
 
12.8 23.5 0.60 
 
14.2 26.0 1.1 -0.237 0.813 
Apnea-Hypopnea Index 1.7 3.12 0.7 
 
1.7 2.6 0.6 -0.919 0.358 
 
16.7 17.2 14.80 
 
15.9 15.4 11.9 -0.524 0.600 
Baseline SO2 (%) 97.0 0.90 97.1 
 
96.9 0.9 96.85 -0.105 0.916 
 
94.4 1.7 94.50 
 
94.6 1.7 94.7 -1.069 0.285 
Mean SO2 (%) 96.3 1.02 96.3 
 
96.2 1.0 96.3 -0.350 0.726 
 
94.1 1.8 93.80 
 
94.3 2.1 94.8 -1.099 0.272 
Minimum SO2 (%) 92.8 1.93 93   92.6 2.0 92 -0.454 0.650   87.0 5.6 87.00   87.3 4.0 87 -0.070 0.944 
REM: rapid eye movement; min: minutes; h: hour; PLM: periodic limb movement; SO2: oxyhemoglobin saturation; SD: standard deviation; N: number of individuals; PSG: 
polysomnography; 
a
: Wilcoxon signed-rank test. 
  
1
8
3
 
Supplementary Table 2: Spearman correlation matrix of polysomnography parameters between first and second night for Young Adult and Older Adult individuals. 
    Secong PSG Night 
First PSG 
Night 
  
Sleep 
Latency 
REM Sleep 
Latency 
Total Sleep 
Time 
Sleep 
Efficiency 
Stage N1 Stage N2 Stage N3 
Stage 
REM 
Minutes 
Awake 
Arousals/h PLM/h 
Apnea-
hypopnea 
index 
Baseline 
SO2 
Mean 
SO2 
Minimum 
SO2 
  
Sleep 
Latency 
ρ 0.683 0.355 -0.494 -0.486 -0.036 0.248 0.108 -0.485 0.290 0.036 0.058 -0.164 0.195 0.121 0.269 
p <0.001 0.034 0.002 0.002 0.832 0.134 0.518 0.002 0.078 0.829 0.731 0.326 0.246 0.469 0.102 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
REM Sleep 
Latency 
ρ 0.199 0.586 -0.220 -0.271 0.187 0.142 -0.179 -0.269 0.305 0.155 0.187 0.090 0.037 0.068 0.058 
p 0.245 <0.001 0.198 0.110 0.275 0.407 0.296 0.112 0.071 0.368 0.281 0.603 0.832 0.695 0.736 
N 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 35 36 35 36 36 
Total Sleep 
Time 
ρ -0.419 -0.331 0.697 0.818 -0.435 0.116 0.252 0.414 -0.799 -0.398 -0.455 -0.510 0.087 0.060 0.160 
p 0.009 0.049 <0.001 0.000 0.006 0.487 0.127 0.010 0.000 0.013 0.005 0.001 0.609 0.721 0.336 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Sleep 
Efficiency 
ρ -0.489 -0.385 0.710 0.897 -0.364 0.107 0.190 0.491 -0.877 -0.410 -0.471 -0.474 0.210 0.203 0.232 
p 0.002 0.020 0.000 <0.001 0.025 0.522 0.253 0.002 0.000 0.011 0.003 0.003 0.213 0.221 0.161 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Stage N1 
ρ -0.036 0.140 -0.203 -0.423 0.853 -0.232 -0.535 -0.268 0.606 0.675 0.188 0.600 -0.279 -0.123 -0.301 
p 0.828 0.414 0.222 0.008 <0.001 0.162 0.001 0.103 0.000 0.000 0.265 0.000 0.095 0.461 0.066 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Stage N2 
ρ 0.119 -0.026 0.021 0.215 -0.219 0.543 -0.062 0.093 -0.332 -0.216 -0.221 -0.269 0.300 0.268 0.275 
p 0.477 0.878 0.900 0.195 0.187 <0.001 0.711 0.580 0.042 0.192 0.189 0.102 0.071 0.104 0.095 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Stage N3 
ρ 0.130 -0.045 0.121 0.126 -0.524 -0.034 0.665 0.012 -0.261 -0.438 0.062 -0.320 0.159 0.028 0.135 
p 0.435 0.796 0.469 0.452 0.001 0.838 <0.001 0.944 0.114 0.006 0.715 0.050 0.347 0.867 0.421 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Stage REM 
ρ -0.528 -0.476 0.463 0.514 -0.309 -0.206 0.193 0.683 -0.393 -0.330 -0.086 -0.234 -0.254 -0.230 -0.197 
p 0.001 0.003 0.003 0.001 0.059 0.216 0.245 <0.001 0.015 0.043 0.613 0.157 0.129 0.166 0.235 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Minutes 
Awake 
ρ 0.239 0.278 -0.520 -0.738 0.476 -0.173 -0.304 -0.328 0.861 0.486 0.456 0.574 -0.226 -0.161 -0.273 
p 0.149 0.101 0.001 0.000 0.003 0.300 0.064 0.045 <0.001 0.002 0.005 0.000 0.178 0.334 0.097 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Arousals/h 
ρ -0.026 0.169 -0.048 -0.275 0.650 -0.226 -0.437 -0.179 0.469 0.877 0.079 0.637 -0.300 -0.176 -0.359 
p 0.877 0.325 0.777 0.095 0.000 0.172 0.006 0.283 0.003 <0.001 0.641 0.000 0.071 0.291 0.027 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
PLM/h 
ρ 0.321 0.067 -0.379 -0.508 0.040 -0.112 -0.010 0.014 0.553 0.054 0.787 0.259 -0.383 -0.358 -0.436 
p 0.049 0.698 0.019 0.001 0.810 0.501 0.952 0.934 0.000 0.746 <0.001 0.117 0.019 0.027 0.006 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Apnea-
hypopnea 
index 
ρ -0.082 0.116 -0.173 -0.399 0.643 -0.127 -0.467 -0.316 0.572 0.644 0.141 0.918 -0.342 -0.255 -0.514 
p 0.623 0.500 0.299 0.013 0.000 0.449 0.003 0.053 0.000 0.000 0.405 <0.001 0.038 0.122 0.001 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Baseline SO2 
ρ -0.001 0.044 0.003 0.188 -0.275 0.258 0.037 -0.029 -0.316 -0.239 -0.253 -0.349 0.919 0.872 0.765 
p 0.994 0.800 0.985 0.257 0.095 0.118 0.825 0.862 0.053 0.148 0.131 0.032 <0.001 0.000 0.000 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Mean SO2 
ρ -0.003 0.027 0.023 0.171 -0.182 0.240 -0.023 -0.022 -0.255 -0.160 -0.205 -0.291 0.913 0.918 0.739 
p 0.984 0.878 0.893 0.303 0.274 0.148 0.893 0.894 0.123 0.337 0.224 0.077 0.000 <0.001 0.000 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
Minimum SO2 
ρ 0.053 0.002 -0.019 0.168 -0.397 0.143 0.220 0.096 -0.320 -0.290 -0.168 -0.526 0.737 0.691 0.864 
p 0.751 0.992 0.911 0.315 0.014 0.393 0.184 0.565 0.051 0.078 0.319 0.001 0.000 0.000 <0.001 
N 38 36 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 37 38 38 
REM: rapid eye movement; h: hour; SO2: oxygen saturation; N: number of individuals; ρ: Spearman's rho (correlation coefficient); PLM: periodic limb movement; 
Values in bold highlights the same parameters measured in the first and second PSG nights. 
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Supplementary Table 3: Sleep eletroencephalogram spectral power for all studied frequency bands and all 
derivations and sleep stages. 
Derivation 
Sleep 
Stage 
Bandwidth Young Adult   Older Adult   Oldest old F p 
N Mean SD 
 
N Mean SD 
 
N Mean SD 
O2-M1 
N1 
Delta 13 14.27 4.56   12 14.29 2.18   9 14.05 1.77 0.016 0.984 
Theta 13 3.17 1.20 
 
12 4.72 1.46 
 
9 5.56 1.71 7.982 0.002 
Alpha1 13 2.89 1.81 
 
12 3.53 1.14 
 
9 3.59 1.57 0.761 0.476 
Alpha2 13 2.15 1.61 
 
12 1.65 0.31 
 
9 1.55 0.64 1.056 0.360 
Beta1 13 0.77 0.31 
 
12 0.84 0.26 
 
9 0.68 0.16 0.997 0.380 
Beta2 13 0.40 0.26 
 
12 0.45 0.51 
 
9 0.31 0.11 0.463 0.634 
Gamma 13 0.01 0.01   12 0.02 0.01   9 0.01 0.00 0.703 0.503 
N2 
Delta 12 17.70 2.10 
 
12 15.75 2.05 
 
10 17.94 1.67 4.274 0.023 
Theta 12 3.54 1.06 
 
12 4.79 1.34 
 
10 4.26 1.33 3.023 0.063 
Alpha1 12 1.88 0.64 
 
12 2.40 0.76 
 
10 1.97 0.78 1.740 0.192 
Alpha2 12 1.67 0.84 
 
12 1.26 0.36 
 
10 0.96 0.27 4.402 0.021 
Beta1 12 0.76 0.40 
 
12 0.72 0.32 
 
10 0.49 0.13 2.385 0.109 
Beta2 12 0.19 0.11 
 
12 0.32 0.51 
 
10 0.18 0.06 0.769 0.472 
Gamma 12 0.01 0.01 
 
12 0.01 0.01 
 
10 0.01 0.00 0.877 0.426 
N3 
Delta 13 20.52 5.69   12 19.88 1.55   10 20.96 2.05 0.230 0.796 
Theta 13 1.79 0.80 
 
12 3.37 1.18 
 
10 2.81 1.30 6.733 0.004 
Alpha1 13 0.69 0.44 
 
12 1.06 0.38 
 
10 1.02 0.68 2.008 0.151 
Alpha2 13 0.45 0.32 
 
12 0.56 0.19 
 
10 0.48 0.24 0.653 0.527 
Beta1 13 0.19 0.15 
 
12 0.31 0.16 
 
10 0.22 0.12 2.048 0.146 
Beta2 13 0.04 0.02 
 
12 0.08 0.05 
 
10 0.08 0.05 3.152 0.056 
Gamma 13 0.00 0.00   12 0.00 0.00   10 0.00 0.00 3.693 0.036 
REM 
Delta 12 16.62 1.85 
 
12 14.39 1.99 
 
9 14.69 3.34 3.013 0.064 
Theta 12 4.04 1.09 
 
12 4.47 1.18 
 
9 5.18 2.17 1.504 0.238 
Alpha1 12 3.07 1.41 
 
12 4.07 1.49 
 
9 3.69 2.09 1.121 0.339 
Alpha2 12 1.51 0.56 
 
12 2.11 0.60 
 
9 1.75 0.49 3.615 0.039 
Beta1 12 0.66 0.18 
 
12 1.02 0.36 
 
9 0.74 0.14 6.628 0.004 
Beta2 12 0.25 0.08 
 
12 0.34 0.10 
 
9 0.27 0.05 3.431 0.046 
Gamma 12 0.01 0.00   12 0.01 0.01   9 0.01 0.00 6.267 0.005 
C4-M1 
N1 
Delta 13 14.94 4.35   12 15.59 2.29   9 13.37 1.48 1.335 0.278 
Theta 13 3.18 1.13 
 
12 3.74 1.40 
 
9 5.80 2.04 8.481 0.001 
Alpha1 13 2.33 1.42 
 
12 3.33 1.74 
 
9 3.66 1.54 2.245 0.123 
Alpha2 13 1.34 0.54 
 
12 1.70 0.38 
 
9 1.56 0.43 1.876 0.170 
Beta1 13 0.77 0.31 
 
12 1.04 0.33 
 
9 0.76 0.19 3.425 0.045 
Beta2 13 0.46 0.21 
 
12 0.33 0.18 
 
9 0.43 0.29 1.076 0.353 
Gamma 13 0.01 0.01   12 0.01 0.01   9 0.01 0.01 0.414 0.665 
N2 
Delta 12 19.12 1.39   12 17.74 1.47   10 18.44 1.81 2.373 0.110 
Theta 12 2.76 0.53 
 
12 3.27 0.85 
 
10 3.77 1.52 2.736 0.081 
Alpha1 12 1.52 0.61 
 
12 2.15 0.97 
 
10 1.96 0.87 1.843 0.175 
Alpha2 12 1.50 0.59 
 
12 1.42 0.49 
 
10 1.04 0.31 2.633 0.088 
Beta1 12 0.65 0.33 
 
12 0.83 0.34 
 
10 0.46 0.12 4.339 0.022 
Beta2 12 0.15 0.04 
 
12 0.14 0.04 
 
10 0.17 0.09 0.734 0.488 
Gamma 12 0.00 0.00 
 
12 0.01 0.00 
 
10 0.00 0.00 1.839 0.176 
185 
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Supplementary Table 3 continued 
Derivation 
Sleep 
Stage 
Bandwidth Young Adult   Older Adult   Oldest old F p 
N Mean SD 
 
N Mean SD 
 
N Mean SD 
C4-M1 
N3 
Delta 13 21.02 5.80   12 21.27 1.08   10 21.96 1.15 0.193 0.826 
Theta 13 1.33 0.64 
 
12 2.10 0.62 
 
10 1.97 0.82 4.456 0.020 
Alpha1 13 0.61 0.40 
 
12 0.97 0.43 
 
10 0.95 0.50 2.536 0.095 
Alpha2 13 0.48 0.31 
 
12 0.73 0.48 
 
10 0.52 0.24 1.634 0.211 
Beta1 13 0.17 0.13 
 
12 0.29 0.10 
 
10 0.17 0.06 5.803 0.007 
Beta2 13 0.03 0.02 
 
12 0.04 0.02 
 
10 0.05 0.03 3.474 0.043 
Gamma 13 0.00 0.00   12 0.00 0.00   10 0.00 0.00 6.688 0.004 
REM 
Delta 12 16.56 1.18   12 15.69 1.53   9 15.44 3.64 0.779 0.468 
Theta 12 4.42 0.66 
 
12 3.96 0.93 
 
9 4.75 2.17 0.972 0.390 
Alpha1 12 2.27 0.88 
 
12 3.03 1.15 
 
9 3.19 1.83 1.639 0.211 
Alpha2 12 1.13 0.31 
 
12 1.66 0.46 
 
9 1.46 0.59 4.172 0.025 
Beta1 12 0.68 0.12 
 
12 1.03 0.35 
 
9 0.71 0.24 6.638 0.004 
Beta2 12 0.36 0.13 
 
12 0.38 0.13 
 
9 0.32 0.19 0.423 0.659 
Gamma 12 0.01 0.00 
 
12 0.01 0.01 
 
9 0.01 0.00 3.321 0.050 
F4-M1 
N1 
Delta 13 16.32 4.86   12 16.97 2.74   9 14.77 1.67 1.021 0.372 
Theta 13 2.68 1.09 
 
12 3.35 1.63 
 
9 5.44 1.78 9.465 0.001 
Alpha1 13 1.80 1.13 
 
12 2.51 1.34 
 
9 2.95 0.95 2.742 0.080 
Alpha2 13 1.05 0.51 
 
12 1.54 0.56 
 
9 1.31 0.41 2.873 0.072 
Beta1 13 0.64 0.30 
 
12 0.82 0.25 
 
9 0.69 0.24 1.313 0.284 
Beta2 13 0.39 0.21 
 
12 0.27 0.15 
 
9 0.35 0.20 1.301 0.287 
Gamma 13 0.01 0.01   12 0.01 0.01   9 0.01 0.01 0.233 0.794 
N2 
Delta 12 20.09 1.22   12 18.32 1.81   10 18.89 1.65 3.911 0.031 
Theta 12 2.30 0.49 
 
12 3.00 0.98 
 
10 3.59 1.40 4.567 0.018 
Alpha1 12 1.23 0.46 
 
12 1.92 0.81 
 
10 1.79 0.52 4.152 0.025 
Alpha2 12 1.41 0.58 
 
12 1.54 0.65 
 
10 1.06 0.36 2.133 0.136 
Beta1 12 0.47 0.22 
 
12 0.64 0.30 
 
10 0.40 0.11 2.978 0.066 
Beta2 12 0.13 0.04 
 
12 0.13 0.04 
 
10 0.14 0.03 0.705 0.502 
Gamma 12 0.00 0.00 
 
12 0.01 0.00 
 
10 0.00 0.00 3.013 0.064 
N3 
Delta 13 21.22 5.85   12 21.31 1.25   10 22.03 1.21 0.153 0.859 
Theta 13 1.22 0.59 
 
12 1.97 0.65 
 
10 1.94 0.88 4.507 0.019 
Alpha1 13 0.55 0.36 
 
12 1.06 0.59 
 
10 0.92 0.41 4.020 0.028 
Alpha2 13 0.48 0.34 
 
12 0.90 0.72 
 
10 0.59 0.27 2.518 0.096 
Beta1 13 0.12 0.10 
 
12 0.21 0.07 
 
10 0.14 0.06 3.821 0.033 
Beta2 13 0.03 0.01 
 
12 0.04 0.01 
 
10 0.05 0.02 4.132 0.025 
Gamma 13 0.00 0.00   12 0.00 0.00   10 0.00 0.00 9.652 0.001 
REM 
Delta 12 17.56 1.36   12 16.95 1.64   9 16.18 1.86 1.879 0.170 
Theta 12 3.88 0.83 
 
12 3.81 1.06 
 
9 4.45 1.34 1.069 0.356 
Alpha1 12 1.82 0.66 
 
12 2.25 0.91 
 
9 2.56 1.01 1.943 0.161 
Alpha2 12 0.93 0.21 
 
12 1.20 0.40 
 
9 1.18 0.36 2.362 0.111 
Beta1 12 0.60 0.13 
 
12 0.77 0.23 
 
9 0.69 0.23 2.346 0.113 
Beta2 12 0.35 0.16 
 
12 0.34 0.12 
 
9 0.35 0.21 0.023 0.977 
Gamma 12 0.01 0.00   12 0.01 0.01   9 0.01 0.01 2.380 0.110 
REM: rapid eye movement; SD standard deviation; Bandwidth definition: delta (<4 Hz), theta (4–7.9 Hz), alpha 1 
(8–9.9 Hz), alpha 2 (10–12.9 Hz), beta 1 (13–17.9 Hz), beta 2 (18–29.9 Hz), and gamma (≥30 Hz); One-way 
analysis of variance. 
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Supplementary Table 4: Actigraphic parameters among Young Adult, Older Adult and Oldest Old individuals shown separetaly for weekdays and weekends. Nap parameters 
are also shown for Older Adult and Oldest Adult individuals. 
One-way analysis of variance with Bonferroni post hoc test (Mean Sleep Time, Sleep Time CV, Mean Wake-up Time, Mean Sleep Duration); 
Kruskal-Wallis test followed by pairwise Mann-Whitney tests (other variables). 
 
Weekends 
Young Adult (N=11)   Older Adult (N=7)   Oldest Old (N=7) F(2,22) 
/ Χ
2
 
p 
Post Hoc p value 
Mean SD Median   Mean SD Median   Mean SD Median YA x OA  YA x OO OA x OO 
Mean Sleep Time (hh:mm) 2:06 AM 01:54 1:40 AM   12:27 AM 01:10 1:06 AM   10:01 PM 01:07 10:17 PM 15.079 <0.001 0.11 <0.001 0.002 
Sleep Time CV (%) 5.7% 4.2% 5.3% 
 
3.1% 1.7% 2.9% 
 
2.7% 3.0% 1.5% 6.056 0.048 0.103 0.030 0.250 
Mean Wake-up Time (hh:mm) 9:55 AM 01:16 9:39 AM 
 
8:11 AM 00:49 8:33 AM 
 
6:44 AM 01:03 6:16 AM 18.311 <0.001 0.002 <0.001 0.015 
Wake-up Time CV (%) 20.3% 15.6% 19.4% 
 
7.3% 6.5% 8.8% 
 
5.7% 6.0% 3.4% 4.155 0.125 NS 
Mean Sleep Duration (min) 469.1 136.9 495.5 
 
465.1 96.7 459.5 
 
523.9 46.4 513 0.689 0.513 NS 
Sleep Duration CV (%) 21.0% 15.9% 14.7% 
 
11.7% 8.6% 10.3% 
 
11.0% 13.1% 3.4% 3.488 0.175 NS 
Mean Sleep Efficiency (%) 97.0 2.2 97.8 
 
96.2 2.2 96.3 
 
89.9 3.7 89.5 11.918 0.003 0.298 0.002 0.007 
Mean Sleep Latency (min) 12.8 13.7 8 
 
6.0 2.6 5.5 
 
9.6 4.5 6.5 3.295 0.193 NS 
Mean WASO (min) 14.4 10.5 11   18.2 10.5 18.5   50.9 16.3 57 13.283 0.001 0.341 0.001 0.004 
One-way analysis of variance with Bonferroni post hoc test (Mean Sleep Time, Mean Sleep Duration); 
Kruskal-Wallis test followed by pairwise Mann-Whitney tests (other variables). 
Weekdays 
Young Adult (N=11)   Older Adult (N=7)   Oldest Old (N=7) F(2,22) 
/ Χ
2
 
p 
Post Hoc p value 
Mean SD Median   Mean SD Median   Mean SD Median YA x OA  YA x OO OA x OO 
Mean Sleep Time (hh:mm) 12:31 AM 01:13 12:37 AM   12:08 AM 00:50 12:14 AM   9:56 PM 01:07 9:50 PM 12.603 <0.001 1.000 <0.001 0.003 
Sleep Time CV (%) 3.7% 2.1% 3.5% 
 
3.3% 1.6% 2.6% 
 
2.9% 2.3% 1.4% 0.377 0.690 NS 
Mean Wake-up Time (hh:mm) 8:20 AM 01:37 8:24 AM 
 
7:19 AM 00:36 7:04 AM 
 
7:00 AM 01:34 6:14 AM 2.217 0.133 NS 
Wake-up Time CV (%) 14.7% 9.8% 13.5% 
 
11.5% 8.4% 11.1% 
 
6.6% 4.4% 4.1% 4.050 0.132 NS 
Mean Sleep Duration (min) 469.7 64.9 452.3 
 
431.8 51.3 407 
 
545.7 68.3 556.3 6.097 0.008 0.670 0.059 0.008 
Sleep Duration CV (%) 18.2% 9.4% 14.8% 
 
15.2% 7.5% 14.2% 
 
6.8% 4.0% 4.8% 9.992 0.007 0.415 0.003 0.018 
Mean Sleep Efficiency (%) 96.8 2.1 97.4 
 
97.1 1.9 97.4 
 
89.5 4.8 90.5 13.219 0.001 0.892 0.001 0.003 
Mean Sleep Latency (min) 9.8 5.9 7.8 
 
11.4 7.5 7.3 
 
13.0 6.6 9.5 2.944 0.230 NS 
Mean WASO (min) 15.4 12.6 10.5   11.9 6.8 10.8   53.4 15.6 49 13.643 0.001 1.000 0.001 0.001 
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Supplementary Table 4 continued. 
Naps 
Older Adult (N=5)   Oldest Old (N=5)   
t / U p 
Mean SD Median   Mean SD Median   
Mean Nap Start Time (hh:mm) 3:43 PM 01:00 3:34 PM   2:46 PM 01:10 2:54 PM   1.381 0.205 
Nap Start Time CV (%) 9.4% 6.4% 7.7% 
 
6.4% 4.6% 5.7% 
 
0.865 0.412 
Mean Nap End Time (hh:mm) 5:16 PM 0.05588 5:05 PM 
 
4:08 PM 0.077312 3:46 PM 
 
1.093 0.306 
Nap End Time CV (%) 8.7% 4.8% 8.7% 
 
5.8% 3.3% 5.0% 
 
0.011 0.299 
Mean Nap Duration (min) 104 37.50 93.5 
 
91.3 63.94 66 
 
7.000 0.251 
Nap Duration CV (%) 33.2% 20.7% 42.0%   33.4% 33.9% 25.0%   -0.011 0.991 
One-way analysis of variance with Bonferroni post hoc test (Mean Nap Start Time, Nap Start Time CV, Mean Nap End Time, Nap Duration CV); 
Kruskal-Wallis test followed by pairwise Mann-Whitney tests (Mean Nap Duration). 
 
CV: coefficient of variation; SD: standard deviation; WASO: wake after sleep onset; min: minutes. 
YA: Young Adult; OA: Older Adult; OO: Oldest Old 
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ANEXO 8: Descrição das 90 variantes funcionais localizadas nos genes relacionados ao estresse oxidativo e defesa antioxidante estudados, identificadas no 
indivíduo mais idoso da amostra estudada (105 anos de idade) como resultado de seu sequenciamento completo. Estão representadas somente variantes 
com efeito moderado e elevado. 
Cromossomo Posição ID dbSNP135 
Alelo 
referência 
Alelo 
alternativo 
Frequência no 
1000 Genomes 
Gene 
Troca de 
aminoácido 
Efeito previsto Impacto previsto 
chr1 165601466 rs9333378 G A 0,65 MGST3 - Criação de sítio aceptor de splicing Elevado 
chr1 165630698 rs6667681 A G 0,8 MGST3 T119A Não sinônimo Moderado 
chr1 193074651 rs10921310 T A 0,64 GLRX2 R40W Não sinônimo Moderado 
chr2 1460004 rs4927611 G T 0,33 TPO A186S Não sinônimo Moderado 
chr2 1499927 rs732609 A C 0,47 TPO T199P Não sinônimo Moderado 
chr2 1520676 rs1126799 T C 0,61 TPO V277A Não sinônimo Moderado 
chr2 1544617 rs12615819 G A 0,34 TPO R842H Não sinônimo Moderado 
chr2 179393356 - G T - TTN P26640T Não sinônimo Moderado 
chr2 179398982 - C A - TTN Q25052H Não sinônimo Moderado 
chr2 179407637 rs56027402 G A 0,02 TTN T23247I Não sinônimo Moderado 
chr2 179408713 rs62621236 A G 0,07 TTN I22985T Não sinônimo Moderado 
chr2 179414318 rs747122 C T 0,11 TTN V21643M Não sinônimo Moderado 
chr2 179421694 rs9808377 A G 0,45 TTN I20328T Não sinônimo Moderado 
chr2 179426507 rs56057221 G A 0,02 TTN R19051C Não sinônimo Moderado 
chr2 179427536 rs3829746 T C 0,45 TTN I18708V Não sinônimo Moderado 
chr2 179427803 rs56309296 C T 0,02 TTN V18619I Não sinônimo Moderado 
chr2 179428901 rs56365600 C T 0,02 TTN A18253T Não sinônimo Moderado 
chr2 179430997 rs3731746 G A 0,32 TTN T17554M Não sinônimo Moderado 
chr2 179432185 rs12463674 A G 0,15 TTN I17158T Não sinônimo Moderado 
chr2 179444768 rs4145333 C G 0,99 TTN A13349P Não sinônimo Moderado 
chr2 179444939 rs2303838 C T 0,33 TTN V13292I Não sinônimo Moderado 
chr2 179451420 rs2042996 G A 0,45 TTN T12336I Não sinônimo Moderado 
chr2 179464527 rs1001238 T C 0,46 TTN N16133D Não sinônimo Moderado 
 
    
 
 
1
8
9
 
Continuação ANEXO 8. 
Cromossomo Posição ID dbSNP135 
Alelo 
referência 
Alelo 
alternativo 
Frequência no 
1000 Genomes 
Gene 
Troca de 
aminoácido 
Efeito previsto Impacto previsto 
chr2 179477144 - G T - TTN T14135N Não sinônimo Moderado 
chr2 179545859 rs36051007 C T 0,15 TTN R9852H Não sinônimo Moderado 
chr2 179548782 rs73973137 G A 0,0032 TTN P9673L Não sinônimo Moderado 
chr2 179554305 rs2244492 C T 0,37 TTN G500R Não sinônimo Moderado 
chr2 179558366 rs2042995 T C 0,42 TTN I32V Não sinônimo Moderado 
chr2 179595271 rs72648946 C T 0,0041 TTN A4753T Não sinônimo Moderado 
chr2 179596612 - G T - TTN P4420T Não sinônimo Moderado 
chr2 179606538 rs2627037 G A 0,22 TTN P3445S Não sinônimo Moderado 
chr2 179612245 - C A - TTN R275L Não sinônimo Moderado 
chr2 179615887 rs922984 T C 0,78 TTN D3747G Não sinônimo Moderado 
chr2 179615931 rs922985 C G 0,98 TTN L3732F Não sinônimo Moderado 
chr2 179620951 rs7585334 C T 0,84 TTN G3580D Não sinônimo Moderado 
chr2 179621477 rs6433728 C T 1 TTN A3405T Não sinônimo Moderado 
chr2 179623758 rs2291310 C T 0,84 TTN S24N Não sinônimo Moderado 
chr2 179629461 rs2291311 C T 0,84 TTN V3215M Não sinônimo Moderado 
chr2 179642665 rs72647875 G A 0,02 TTN R1370C Não sinônimo Moderado 
chr2 179643632 rs16866531 T C 0,03 TTN I1347V Não sinônimo Moderado 
chr2 179644035 rs1552280 G A 0,93 TTN S1249L Não sinônimo Moderado 
chr2 179644855 rs10497520 T C 0,55 TTN K1155E Não sinônimo Moderado 
chr2 179645962 rs72647870 C G 0,0009 TTN G1091R Não sinônimo Moderado 
chr2 242438792 - C A - STK25 K155N Não sinônimo Moderado 
chr3 38271881 rs6599079 C T 0,18 OXSR1 T304I Não sinônimo Moderado 
chr3 119886776 rs902790 T A 0,92 GPR156 E512D Não sinônimo Moderado 
chr5 42801268 rs3877899 C T 0,19 SEPP1 A234T Não sinônimo Moderado 
chr6 28478555 rs114871874 A T 0,04 GPX6 Y71N Não sinônimo Moderado 
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Continuação ANEXO 8. 
Cromossomo Posição ID dbSNP135 
Alelo 
referência 
Alelo 
alternativo 
Frequência no 
1000 Genomes 
Gene 
Troca de 
aminoácido 
Efeito previsto Impacto previsto 
chr6 28483482 rs116131800 A C 0,49 GPX6 F13L Não sinônimo Moderado 
chr6 154521159 rs35957369 A G 0,0032 IPCEF1 S156P Não sinônimo Moderado 
chr6 160113872 rs4880 A G 0,37 SOD2 V16A Não sinônimo Moderado 
chr6 160148326 - G T - SOD2 R22S Não sinônimo Moderado 
chr8 27358505 rs41507953 A G 0,1 EPHX2 K2R Não sinônimo Moderado 
chr8 52232487 rs1052704 G T 0,3 PXDNL D1452E Não sinônimo Moderado 
chr8 52233408 rs7827446 C T 0,31 PXDNL R1399K Não sinônimo Moderado 
chr8 52321243 rs2977020 T C 0,84 PXDNL M981V Não sinônimo Moderado 
chr8 52366300 rs7833909 A G 0,13 PXDNL I343T Não sinônimo Moderado 
chr9 125133479 rs1236913 T C 0,96 PTGS1 W5R Não sinônimo Moderado 
chr10 81697637 - C A - SFTPD E367TERM Ganho de códon de parada Elevado 
chr10 81701722 rs2243639 T C 0,74 SFTPD T180A Não sinônimo Moderado 
chr10 81701739 rs80268129 C T 0,0037 SFTPD R174H Não sinônimo Moderado 
chr10 81706324 rs721917 A G 0,47 SFTPD M31T Não sinônimo Moderado 
chr10 120938300 - C A - PRDX3 M1I Perda de códon de início Elevado 
chr11 57147016 rs540687 A G 0,96 PRG3 I109T Não sinônimo Moderado 
chr11 57148175 rs669661 A G 0,96 PRG3 C3R Não sinônimo Moderado 
chr11 64085785 rs7938623 A G 0,95 PRDX5 Y33C Não sinônimo Moderado 
chr12 2968169 rs3742076 A G 0,29 FOXM1 S628P Não sinônimo Moderado 
chr12 2973547 rs28990715 G T 0,01 FOXM1 A387E Não sinônimo Moderado 
chr12 53069014 rs14024 T C 0,33 KRT1 K633R Não sinônimo Moderado 
chr12 104703585 rs35626435 A G 0,01 TXNRD1 Y6C Não sinônimo Moderado 
chr14 65406279 rs148421193 C T 0,01 GPX2 R111Q Não sinônimo Moderado 
chr14 77794283 rs1046428 T C 0,87 GSTZ1 M27T Não sinônimo Moderado 
chr15 45392075 rs269868 G A 0,76 DUOX2 S1067L Não sinônimo Moderado 
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Continuação ANEXO 8. 
Cromossomo Posição ID dbSNP135 
Alelo 
referência 
Alelo 
alternativo 
Frequência no 
1000 Genomes 
Gene 
Troca de 
aminoácido 
Efeito previsto Impacto previsto 
chr15 45399096 - C T - DUOX2 D589N Não sinônimo Moderado 
chr15 45404066 rs2001616 G A 0,78 DUOX2 P138L Não sinônimo Moderado 
chr15 45446156 rs2458236 C T 0,54 DUOX1 L1178F Não sinônimo Moderado 
chr15 45457127 rs7169193 C T 0,69 DUOX1 - Criação de sítio doador de splicing Elevado 
chr15 69328226 rs12907196 C T 0,31 NOX5 L345F Não sinônimo Moderado 
chr16 88713236 rs4673 A G 0,7 CYBA Y72H Não sinônimo Moderado 
chr17 6902760 rs1126667 A G 0,61 ALOX12 Q261R Não sinônimo Moderado 
chr17 56271094 rs11652709 G C 0,21 EPX Q122H Não sinônimo Moderado 
chr17 56350168 - C A - MPO R578M Não sinônimo Moderado 
chr18 9887497 rs11081510 G A 0,75 TXNDC2 E139K Não sinônimo Moderado 
chr18 9887546 rs2240906 G A 0,51 TXNDC2 G155D Não sinônimo Moderado 
chr19 45409167 rs440446 C G 0,62 APOE N33K Não sinônimo Moderado 
chr20 628890 rs6053666 T C 0,39 SRXN1 E72G Não sinônimo Moderado 
chr20 633724 - C A - SRXN1 G36C Não sinônimo Moderado 
chr20 633802 - C A - SRXN1 G10C Não sinônimo Moderado 
chr20 47253150 rs2664521 T C 0,98 PREX1 K1340E Não sinônimo Moderado 
chr22 19868218 rs1139793 A G 0,74 TXNRD2 I274T Não sinônimo Moderado 
ID dbSNP135: número identificador do banco de dados dbSNP, versão 135; 
1000 Genomes - http://www.1000genomes.org/home; 
As trocas de aminoácidos estão presentadas de acordo com nomenclatura descrita pela IUPAC, disponível em 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/MLACourse/Modules/MolBioReview/iupac_aa_abbreviations.html 
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Abstract 
The increase in life expectancy in the last decades indicates that aging at the 
population level is unavoidable. In this sense, some individuals are able to 
successfully reach very old ages, reflecting higher adaptation against the age-related 
effects. Sleep is one of the processes deeply affected by aging; however the role of 
sleep in the maintenance of longevity in humans is still unknown. This study aimed to 
characterize the epidemiological, physiological and genetic aspects of sleep in well-
succeeded aging by three investigations: 1) Study of the prevalene and correlates of 
sleep complaints in elderly populations over 65 years old in low and middle income 
countries; 2) Evaluation of sleep patterns, biochemical, hormonal and oxidative 
profile, as well as gene expression and its regulation among young adults, older 
adults and oldest old individuals; and 3) Investigation of genetic polymorphism and 
rare variants and association with well-succeeded aging. Regarding the first study, 
we described that the prevalence of sleep complaints varied from 9.1% to 37.7% in 
the studied countries, and female gender, urban residence, low educational level, low 
physical activity status, poor health and high number of co-morbidities were 
associated with sleep complaints. The second study revealed that, regarding the 
sleep patterns, oldest old individuals (over 85 years old) did not show significant 
reduction in stage N3 or in delta spectral power in this sleep stage, indicating the 
maintenance of slow wave sleep in the longevity. Oldest old individuals also showed 
strictly regular sleep wake schedules than young adults (20 to 30 years old) and 
better lipid profile than older adults (60 to 70 years old), suggesting that these 
mechanisms might be related to reaching older ages. We identified nine differentially 
expressed genes among the studied groups, being SIRT2 and CCL5 the most 
relevant, since their expression has also been related to epigenetic mechanisms. The 
third study detected that three single nucleotide polymorphisms located on SIRT2 
gene (rs10405150, rs10410544, and rs4802998) were associated with longevity in 
the genetic association study. Moreover, rare variants potentially associated with 
longevity in the differentially expressed genes were also described as a result of the 
whole genome sequencing. The present study allowed the detailed characterization 
of aspects related to well-succeeded aging and longevity, and suggests the existence 
of common molecular mechanisms integrating sleep, lipid metabolism and longevity 
in humans, possibly mediated through the expression of SIRT2 gene and its 
  
 
regulatory pathways. The identification of such mechanisms might contribute to the 
development of clinical tools that provide a better quality of life to the elderly 
population. 
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